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RESUMO

Esse trabalho deve estabelecer a prevaléncia de animais persistentemente
infectados (PI) com o BVDV em propriedades leiteiras no estado do Parana, bem
como avaliar a influéncia desses animais na contagem de células somaticas
(CCS) e solidos do leite. Foram coletadas amostras de fragmento de orelha de
6.465 bovinos, fémeas, da raga Holandés Preto e Branco (HPB). Amostraram-se
animais com idade inferior a dois anos, fémeas com mais de dois anos que nao
haviam tido partos na propriedade, e maes de bezerros que foram diagnosticados
como persistentemente infectados. Os bovinos foram provenientes de 40
rebanhos leiteiros, distribuidos em dez municipios no Estado do Parana. A coleta
deu-se no periodo de maio de 2015 a agosto de 2018. O diagndstico dos animais
PI foi feito por meio do teste de ELISA de captura de antigeno. Animais Pl foram
detectados em quinze rebanhos amostrais (37,5%), oscilando entre um e
dezesseis animais por rebanho. A prevaléncia nos municipios do estado Parana
foi de 1,78%, oscilando entre 0,3 a 8,9% nos rebanhos positivos. Com a alta
prevaléncia de animais Pl observada, quando analisados os rebanhos amostrais
individualmente, é possivel afirmar que ha uma disseminagao importante do
BVDV em municipios paranaenses, destacando inclusive areas endémicas. Com
isso, vé-se a necessidade de medidas de conscientizagao dos produtores sobre a
existéncia e importancia da BVD nos rebanhos, destacando o papel dos animais
Pl na epidemiologia da doenga, bem como o impacto econdmico causado pela
manutencdo desses animais nos rebanhos. Foram selecionadas duas
propriedades para avaliagao do controle leiteiro anteriormente e durante a retirada
dos animais PIl. Para a identificagdo dos animais PI, foi coletado um fragmento de
orelha de cada animal e encaminhado ao laboratério de diagnéstico da APCBRH,
onde foi realizado o teste de ELISA. Para a avaliagao dos sdlidos totais do leite e
contagem de células somaticas foram coletas amostras mensalmente por pessoal
treinado das industrias de laticinio. Os dados de controle leiteiro foram coletados
junto a APCBRH. As propriedades foram identificadas neste estudo como A e B.
Na propriedade A foi detectado um total de 13 animais PI, representando uma
prevaléncia de 3,6% (13/362), enquanto que na propriedade B foram
diagnosticados 15 animais PI, apresentando prevaléncia de 3,5% (15/434). No
ano seguinte a detecgéo e eliminag&o dos persistentemente infectados os valores
de contagem de células somaticas (CCS) reduziram em ambas as propriedades.
Foi notado na propriedade A, que nos anos de 2016 e 2017, periodo de retirada
dos animais Pl, reducdo da CCS e aumento do percentual de proteina
significativo. Na propriedade B foi observado aumento no percentual de gordura,
lactose e maior produgao de leite no ano da retirada dos PIl. No periodo de 12
meses anteriores e durante a retirada dos animais Pl ndo foram observadas
diferencas significativas nos percentuais de gordura, proteina e lactose, na
propriedade A. Enquanto, na propriedade B, notou-se diferenca apenas no
percentual de gordura. As diferengas significativas encontradas na composi¢ao de
sélidos do leite, CCS e na producao, podem estar relacionadas com a presencga
do BVDV no rebanho. Acredita-se que estes parametros podem alterar-se devido
a presenga do virus aumentar a quantidade de células somaticas na glandula
mamaria, evento este que influencia diretamente os componentes do leite.
Palavras-chave: infeccéo persistente, BVDV, leite, células somaticas.



ABSTRACT

The aim of this study is to establish the prevalence of persistently infected animals
with BVDV (PI) in dairy farms in Parana State, as to evaluate the influence with
these animals in the somatic cell count (CCS) and total solids. Samples were
collected as a fragment of the ear in 6.465 female bovines of Holstein-Friesian
breed (HPB), under two years old, females older than this which did not had a birth
at that farm and cows that gave birth to calves that were diagnosed as persistently
infected. The bovines came from 40 herds of dairy cows, distributed in ten cities of
Parana State, Brazil. The sampling began in may, 2015 until august, 2018. The PI
animals were diagnosed with with ELISA test for the antigen capture. Pl animals
were detected in fifteen sample herds (37,5%), oscillating between one and
sixteen animals per herd. The prevalence of cities in Parana State were 1,78%
oscillating between 0.3 and 8.9% in positive herds. With the high prevalence of PI
animals observed, when the herds are analysed individually, it is possible to state
that is a important dissemination of BVDV in cities of Parana State, highlighting
endemic areas. With that, is possible to see the necessity of measures of
awareness the producers of the existence and importance of BVD in the herds, as
well as the economic impact done by the maintenance of these animals in the
herd.Two farms were selected for the evaluating the previous milk control and
during the PI animals removal. To identify this Pl animals it was collected a
fragment of the ear of each animal, this was send to the diagnose laboratory of
APCBRH were the ELISA test was realized.To evaluate the total solids in the milk
and for the somatic counting cell samples were collected monthly by trained crew
in the milk industry. The data of milk control were collected with the APCBRH. In
this study the farms were identified as A and B.In farm A a total of 13 PI animals
were detected, this represents 3,6% of prevalence (13/362), while in property B
15 Pl animals were detected presenting prevalence of 3,5%(15/434). In the year
post detection and elimination of the Pl animals the values of somatic cell counting
(CCS) were less in both properties.lt was noticed in farm A, that in year 2016 and
2017, period of animals removal, there were reduction in CCS and a significantly
increase in protein percentage. In farm B there were observed an increase in fat,
lactose and higher milk production in the same year of the Pl animals removal. In
the period of 12 months before and during the Pl animals removal, there werent
observed significantly differences in fat percentage, protein and lactose, in farm A.
The significant differences that were found in the milk solids composition, CCS
and production, can be related with the presence of BVDV in the herd. It is
supposed that this parameters can change due to the presence of the virus
increase the amount of somatic cells in the mammary gland, this event influences
directly the milk components.

Key-Words:persistent infeccion, BVDV, milk, somatic cells.
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1. INTRODUGAO

O setor de bovinocultura brasileiro tem sido um dos maiores destaques no
agronegocio mundial. A populacdo de bovinos em fazendas brasileiras cresce
continuamente, sendo que em 2016 o pais atingiu 218,2 milhdes de cabecas de
gado bovino e uma producgao de leite de 33,6 milhdes de litros (IBGE, 2017). Com
isso as preocupacdes com a sanidade, qualidade de producdo e eficiéncia dos
rebanhos se torna imprescindivel.

A diarreia viral bovina é uma das doengas infecciosas de grande importancia
no setor de bovinocultura leiteira mundial. Tal importancia se deve as perdas
reprodutivas e de producdo no setor, o que tem gerado significativos prejuizos
econdmicos (Hessman et al., 2009). A enfermidade € endémica no Brasil e em
varios paises do mundo. O virus da diarreia viral bovina (BVDV) ndo s6 acomete
espécies domésticas, como também mamiferos selvagens, no entanto os estudos
em outras espécies ainda sdo escassos (Passler; Walz, 2010).

A doenca é causada pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV), pertencente
ao género Pestivirus, um RNA virus. O virus é classificado em BVDV subgendtipo
1 (BVDV-1) e BVDV subgendtipo 2 (BVDV-2), com base nas diferencas genéticas
e resposta antigénica, sendo que o primeiro representa a forma de maior
prevaléncia (Vilcek et al., 2005). O virus também recebe uma classificagdo de
acordo com seu comportamento em cultivo celular em dois bidtipos,
citopatogénico e nao citopatogénico. O bidtipo n&o citopatogénico é responsavel
pela maioria das infec¢des naturais e infec¢des persistentes (Flores, 2017).

Uma caracteristica importante do BVDV € a imunossupressdo marcada por
linfopenia (Brodersen, 2014). Com isso, o animal se torna mais susceptivel as
infeccbes secundarias (Peterhans; Jungi; Schweizer, 2003). Em casos de
infeccdo aguda com acometimento dos sistemas respiratério e digestivo, o animal
pode desenvolver sinais de febre, diarreia, depressdo, redugdo do apetite,
taquipneia e erosdes na mucosa oral (Brodgen; Guthmiller, 2002).

A forma de manutencédo do BVDV em um rebanho é por meio da existéncia
de animais persistentemente infectados com o virus (Houe, 1995). Quando a
fémea se infecta com o BVDV né&o citopatogénico no primeiro trimestre da
gestacdo (40 a 120 dias) ha grande probabilidade da formagdo de individuos

denominados persistentemente infectados (Pl) (Grooms, 2004). Estes sao
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imunotolerantes ao virus e o reconhecem como préprio, portanto nao
desenvolvem imunidade contra o agente, porém eliminam o virus em suas
secrecoes e excregdes durante toda sua vida (Arenhart et al., 2009). Os animais
Pl podem apresentar-se sadios no nascimento, crescerem normalmente e
tornarem-se membros produtivos no rebanho. No entanto, também podem ser
animais fracos, que adoecem frequentemente, com atraso de crescimento, por
vezes vistos como refugo (Baker, 1995). Os Pl ndo possuem anticorpos anti-
BVDV, o que dificulta a sua identificacdo, assim eles permanecem como a
principal fonte de infecgdo no rebanho (Bauermann et al., 2014).

Embora os animais Pl possam ser clinicamente saudaveis, sua expectativa
de vida é baixa. Suspeita-se que estes animais tenham uma deficiéncia
imunitaria, cursando com infecgdes intercorrentes, podendo estas ser de origem
bacteriana, fungica ou viral (Dias et al., 2010). Eles também podem desenvolver
uma mutagdo da forma do bidtipo ndo citopatico, este se tornar citopatico e o
animal desenvolver a doenca das mucosas (Khodakaram-tafti; Farjanikish, 2017).
Neste caso ele apresenta os sinais caracteristicos da enfermidade em sua forma
aguda como febre, depresséao, reducado de apetite, queda na producao de leite,
lesdes digitais, lesbes na mucosa oral que levam a sialorreia (Baker, 1990;
Kelling, 2004; Lanyon et al., 2014). Em apresentacdo hiperaguda pode-se
observar um quadro hemorragico, com diarreia profusa sanguinolenta e
trombocitopenia marcante (Fino et al., 2012).

O diagndstico da doenga pode ser feito por método soroldgico, por meio de
ELISA indireto para pesquisa de anticorpos contra o agente, ou ELISA direto para
deteccdo do antigeno, sendo este ultimo mais eficaz para identificacdo dos
animais PIl. Outras formas de diagndstico constituem a virus-neutralizacao, reagao
em cadeia da polimerase precedida de transcriptase reversa (RT-PCR) para
detecgdo do RNA viral e isolamento em cultivo celular (Flores, 2017; Ridpath,
2010).

Em estudos relacionando a presenca do BVDV na propriedade com a
qualidade do leite por meio da contagem de células somaticas (CCS), foi
constatado que rebanhos leiteiros com auséncia de BVDV apresentavam menor
contagem de células somaticas no leite (Laureyns et al., 2013). Isto demonstra
que a presenca do virus na propriedade, além de muitas outras consequéncias

negativas, também interfere na producado e qualidade do leite, demonstrando a
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importancia do diagndstico e controle desta doenga nos rebanhos leiteiros.

A principal forma de controle da doenga no rebanho €& por meio da
identificacdo e eliminagdo dos animais persistentemente infectados (Smith;
Grotelueschen, 2004). Alguns paises europeus como a Alemanha, Suica e
Irlanda, que basearam seus programas de erradicagdo dos animais PI, tém
apresentado bons resultados (Thomann et al., 2017; Thulke et al., 2017; Wernike
et al., 2017). A prevencado da doenca € feita por meio de protocolo de vacinal
anual, e a vacina com o BVDV geralmente encontra-se associada a outros
agentes causadores de doencas reprodutivas, possibilitando uma prevengao
conjunta a outras enfermidades (Dean et al., 2003). Testes soroldgicos periddicos
nos animais do rebanho sao importantes para avaliar a titulagao, principalmente
apdés compra de animais, sendo que estes devem ser oriundos de propriedades
controladas para BVD e devem ser submetidos a periodo de quarentena para

introdug&o na propriedade (Dias et al., 2010).

2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo identificar bovinos persistentemente
infectados com o virus da diarreia viral bovina (BVDV) em rebanhos leiteiros no

estado do Parana.

2.2. Objetivos especificos

e Estabelecer a prevaléncia de animais persistentemente infectados com o
BVDV em rebanhos de bovinos leiteiros do estado do Parana.
e Avaliar os dados de controle leiteiro antes, durante e apds a eliminacao

dos animais Pl dos rebanhos.
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3 CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA
3.1. DIARREIA VIRAL BOVINA

3.1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A diarreia viral bovina foi descrita pela primeira vez por Childs (1946) no
oeste do Canada na provincia de Saskatchewan. A doencga apresentava forma
aguda, que acometia animais jovens, cursando com hipertermia, diarreia profusa,
desidratacao, anorexia, sialorréia e desenvolvimento de ulceras no focinho, lingua
e mucosa da cavidade oral. A forma subaguda acometia animais adultos com
sinais clinicos mais leves (Childs, 1946). No mesmo ano foi relatada doenca
semelhante em Nova lorque, mas com adicdo de sinais respiratorios, falhas
reprodutivas e queda na producdo de leite. Neste estudo foram observadas
infeccbes naturais e experimentais. Tentaram isolar o agente em meio de cultura,
porém nao obtiveram sucesso, o que os fez concluir que nao se tratava de um
agente bacteriano e sim viral (Olafson et al., 1946).

Atualmente a doenca ¢é distribuida mundialmente, sendo endémica em
varios paises. E responsavel por perdas econémicas em decorréncia de falhas
reprodutivas, abortamentos e queda na producédo de leite (Heuer et al., 2007).
Devido ao carater prejudicial tanto econdmico quanto a saude dos animais, o
BVDV tem sido amplamente estudado com intuito de estabelecer a
soroprevaléncia em paises e regides, aperfeicoar o entendimento de sua
patogenicidade, que € bastante complexa, bem como buscar estratégias de
erradicagao do virus. Na Turquia, Tan et al. (2006) descreveram soroprevaléncia
de 86% para o BVDV, enquanto a prevaléncia de anticorpos anti-BVDV no sul do
Vietna foi de 82% (Duong et al., 2008). Em seus estudos, Guarino et al. (2008) e
Lee et al. (2008) relataram soroprevaléncia de 69% e 58%, no Uruguai e na
Coréia do Sul, respectivamente. Na Jordania, a prevaléncia encontrada por
Talafha et al. (2009) foi de 31,6%.

No rebanho bovino brasileiro também ha uma ampla distribui¢do do virus.
Em estudo na regido sul do Rio Grande do Sul, Quincozes et al. (2007)
encontraram soroprevaléncia de BVDV de 66,32% nos rebanhos amostrais,
enquanto Dias e Samara (2003) relataram prevaléncia 57,18% de animais

soropositivos em rebanhos no sul do estado de Minas Gerais e nordeste do
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estado de Sao Paulo. No estado do Parana em um estudo realizado por Flores et
al. (2005), foi descrita uma soroprevaléncia para o BVDV de 61,5% em amostras
processadas em testes de virus-neutralizacao (VN).

A prevaléncia de animais Pl na populagdo bovina mundial possui grande
oscilagcdo. Em estudos realizados em estados do sul e sudeste dos Estados
Unidos, Fulton et al. (2006) encontraram prevaléncia de 0,4% de animais
persistentemente infectados com o BVDV, num total de 21.743 testados. No
Brasil, a pesquisa de animais Pl ainda é escassa. Em estudo no oeste do Parana
foi achado por Dezen et al. (2013) uma prevaléncia de 0,29% num total de 692
animais amostrados.

Os bovinos portadores da doencga eliminam o virus em descarga nasal, leite,
urina e na saliva (Radostits; Littlejohns, 1988; Meyling et al., 1990; Lanyon et al.,
2014). Os animais Pl representam os principais reservatérios e fontes de
disseminagdo do BVDV no rebanho, isto porque eles eliminam grandes
quantidades do virus em suas secregdes (nasais, saliva, sémen, leite) e
excregoes (urina e fezes) (Grooms, 2006).

A transmissdo do agente se da de forma direta, por meio do contato com
animais PI, ou com animais transitoriamente infectados, mas a excrecéo do virus
por estes & consideravelmente inferior e por menor tempo do que pelos PI
(Arenhart et al., 2009). E também de forma indireta por meio de luvas de
palpagdo, agulhas, tatuadores, aplicadores de brinco, currais e cochos
contaminados com secrecdes e excregcdes contendo BVDV, além de fluidos e
anexos fetais (Lindberg, 2003; Flores, 2017).

31.2. ETIOLOGIA

A enfermidade tem como agente etiolégico o Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV), que se trata de um virus envelopado, RNA fita simples, pertencente ao
Reino Riboviria, familia Flaviviridae, género Pestivirus (ICVT, 2018b). Esse
género é caracterizado por particulas virais com dimensdes de 40-60 nm com
formato esférico, com presengca de capsideo icosaédrico e envelope de
composicao lipidica (Krey et al., 2006). Assim como outros membros do género
Pestivirus, o BVDV tem 12,5Kb, e a fita simples de RNA polaridade positiva

possui duas regides nao traduzidas préoximas as extremidades 5’ e 3’ (Cortez et
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al., 2006).

Possui uma unica janela de leitura (ORF) (Flores, 2017), que de acordo com
Collett et al. (1988) tem capacidade de codificagdo de uma poliproteina com 3988
aminoacidos, representando 449 kDa de proteina. As proteinas codificadas séo
classificadas de acordo com sua fungdo na particula viral. As estruturais sao
utilizadas na montagem e construgéo da progénie viral, sdo representadas por C,
E™, E1 e E2, enquanto as proteinas nio estruturais auxiliam na clivagem da
poliproteina e atuam na replicagdo do genoma viral, sendo essas a N”®, p7, NS2-
3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (Yesilbag et al., 2008). A disposigédo das proteinas

virais no genoma do BVDV esta demonstrada na figura 1.

5UTR —T = S PUTR
AL ﬂ@l@ﬂ, Ns2-3 |5 [ NsaB | Ns5A | Ns5B

I:IProteinas ndo estruturais Proteinas estruturais -Proteina estrutural imunodeominante

Figura 1. Adaptado de Ridpath; Flores (2007). Disposicdo gendmica das

proteinas estruturais e ndo estruturais do BVDV.

O virus é responsavel por infeccbes multissistémicas, acometendo o
sistema respiratorio, reprodutivo e gastrointestinal e a imunossupressdo é a
principal causa do aparecimento da doenga clinica (Baker, 1995). O BVDV é
classificado em dois gendétipos BVDV-1 e BVDV-2, com base na comparagao da
sequéncia de nucleotideos das regides 5’ regido ndo traduzida (5UTR), N? e E?2
(Vilcek et al., 2001). O BVDV ainda é dividido em subgendétipos com base na
analise filogenética das sequéncias 5’UTR e NP"(Vilcek et al., 2001).

Em estudos recentes na Italia por Giammarioli et al. (2015) foram
identificados dez subgendtipos do BVDV-1 circulantes no pais. Na China, Xue et
al. (2010) sequenciaram 18 subgendtipos do BVDV tipo 1. No Brasil entre os anos
de 1995 e 2014, de acordo com Silveira et al. (2015) foram isolados quatro
subgenotipos do tipo 1 sendo eles BVDV-1 a,b,d,e, e trés do tipo 2, BVDV-2 a,b,c.
Ambos o0s gendtipos estdo associados as infeccbes agudas e persistentes,
porém algumas cepas de BVDV-2 também podem estar relacionadas aos casos
de hemorragia grave (Carman et al., 1998).

Também podem ser diferenciados em dois bidtipos, citopatico (cp) e néo
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citopatico (ncp) (Xue et al., 2010). Esta diferenciagdo se da pela capacidade do
virus em provocar vacuolizacao citoplasmatica, afetando a integridade da célula
cultivada e causando sua morte, este processo € denominado efeito litico (Santos;
Alessi, 2010). Este efeito esta diretamente relacionado com o comportamento
patogénico da cepa viral in vitro e com o estabelecimento de sinais clinicos
distintos. A forma nao-citopatica é capaz de atravessar a placenta invadir o feto e
estabelecer infeccdo persistente, sendo que estes bovinos infectados de forma
congénita sao a principal fonte de infecgéo nos rebanhos (Dean et al., 2003).

O bidtipo citopatico apresenta-se geralmente associado a doenga das
mucosas em animais Pl (Peterhans et al., 2010). Em 1984 Brownlie e
colaboradores realizaram experimento com inducdo da doenga das mucosas em
animais Pl com a cepa nao citopatica do BVDV. Com a inoculagdo de cepas
citopaticas em animais Pl e em animais sadios, puderam evidenciar que apenas
os animais Pl com o BVDV desenvolveram a doenca das mucosas dentro de
quatro semanas apds a inoculacdo, enquanto que os sadios apenas
desenvolveram anticorpos contra o virus. Ha evidéncias de que o bidtipo
citopatico surge por mutagcdo do bidtipo nao-citopatico nos animais Pl. Esta
mutacao se da por meio de rearranjos genéticos com duplicagdes e insergdes de

genoma viral ou celular no virus nao-citopatico (Megid et al., 2016).

31.3. PATOGENIA

O BVDV infecta grande variedade de tipos celulares, no entanto possui
predilecdo por células do sistema imune (Glew et al., 2003). O virus invade
linfocitos T e B, e células apresentadoras de antigenos (Sopp et al., 1994).
Também podem acometer neutrdéfilos, mondcitos e macréfagos, comprometendo
as fungdes fagociticas e quimiotaticas das células (Potgieter, 1995).

O virus se dissemina por meio da circulagéo linfatica atingindo linfonodos,
posteriormente chega a circulagdo sanguinea, onde se distribui entre os
linfonodos, tecido linfoide associado as vias nasais (NALT), tecido linfoide
associado aos brénquios (BALT), além de acometer 6rgdos hematopoiéticos
como timo e baco (Liebler-Tenorio et al., 1997). Conforme o aumento da
viruléncia da cepa, mais tecidos sao acometidos, como medula dssea, epitélio do

trato gastrointestinal, trato respiratério, trato urogenital, coracdo e pele (Goyal;
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Ridpath, 2005).

Os bidtipos diferem em sua predilecdo de células de replicagdo, o nao
citopatogénico apresenta tropismo por leucécitos, células dos tecidos linfoides,
glandula parétida, colon proximal e trato respiratério, enquanto que o
citopatogénico esta associado com o trato gastrointestinal e replicacdo nos
ovarios (Liebler et al., 1991; Grooms et al., 1998; Goyal; Ridpath, 2005). O BVDV
adentra o organismo do animal pelas mucosas nasal e oral. E o primeiro sitio de
replicacao viral sdo as células epiteliais das tonsilas e tecido linfoide da orofaringe
(Liess, 1990; Khodakaram-Tafti; Farjanikish, 2017).

Os tecidos linfoides sao caracterizados pela presenca de um epitélio
especializado, formado por células M (células de microenvoltério), leucécitos intra-
epiteliais e foliculos linfoides na lamina propria (Schuh; Oliphant, 1992). As células
M desempenham um papel imprescindivel para a entrada do virus no organismo,
pois essas células realizam um processo denominado transcitose de antigenos,
sendo uma combinacgao de endocitose e exocitose (Palmer et al., 2011). A fungao
das células M é absorver os antigenos e apresenta-los imediatamente aos
linfocitos intra-epiteliais, porém alguns agentes podem escapar a acao da célula
M, utilizando- a para adentrar o organismo e se disseminar entre as células dos
tecidos linfoides (Tizard, 2014).

A glicoproteina E™ é o componente mediador da aderéncia do virus as
células alvo, de acordo com alguns estudos a entrada se da pela ligagdo da
glicoproteina E™ a sulfato de heparano e outros glicosaminoglicanos presentes
na superficie celular (Igbal et al., 2000). Também foi constatado que o CD46
bovino (proteina co-fator de membrana) é um receptor do BVDV nas membranas
de macrofagos e linfécitos do hospedeiro (Maurer et al., 2004). Apds a ligacao ao
receptor, ocorre a endocitose mediada por clatrina, o BVDV, que é acido
resistente, sofre desestabilizacdo durante a endocitose para permitir a fuséo
dentro do compartimento endossomal acido (Krey et al., 2006; Lecot et al., 2005).
A glicoproteina E2 € o elemento mais imunogénico do virus, sendo atribuida a ela
a indugéo da sintese de anticorpos neutralizantes (Nelson et al., 2012).

Em estudos primarios acreditava-se que o BVDV nao possuia capacidade
de infectar odécitos e estagios embrionarios precoces (Bielanski; Hare, 1988). Mais
tarde em estudo realizado por Fray et al. (1998) foi observado que odcitos bovinos

sao capazes de suportar a replicacdo do BVDV, destacando o potencial de
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transmissao do virus por meio da linhagem germinativa. E em estudos recentes,
avaliando exposi¢ao de odcitos bovinos, livres de zona pelucida. Previamente
maturados in vitro, ao BVDV ncp, comprovou-se que o virus manteve sua
infecciosidade, demonstrando que odcitos maduros sao susceptiveis ao BVDV
(Altamiranda et al., 2016). Este fato destaca a importancia do controle da doenga
para uso de biotecnologias da reproducado como fertilizagao in vitro e transferéncia
de embribes.

Em touros experimentalmente infectados com cepa nao-citopatica do
BVDV, foi observada replicacao viral em vesicula seminal e préstata, além da
verificagdo da excregéo do agente no sémen (Kirkland et al., 1991). Além disso, a
infeccdo pode comprometer a qualidade do sémen temporariamente (Lindberg,
2003). Em estudo realizado por Givens et al. (2003) touros soronegativos foram
inoculados por via intranasal com BVDV. Foi constatada a presencga do virus no
sémen de alguns animais por até sete meses apoés a inoculagdo, enfatizando que
o BVDV pode persistir no sémen de touros com infecgdo aguda por varios meses

apos a exposicao.

3.1.3.1. Infecgdo aguda

A infecgcdo com o BVDV ncp em animais nao gestantes, imunocompetentes,
mas que nao possuem anticorpos contra o agente, se desenvolve na forma de
viremia transitoria (Niskanen; Lindberg, 2003). O animal apresenta sinais clinicos
em um periodo de trés dias apds a exposigao ao agente. Dentro de 10 a 14 dias
ele encontra-se em viremia, que compreende o processo de eliminagdo do virus
por secrecdes e excrecoes.

A reducdo dos leucdcitos circulantes esta relacionada a apoptose de
linfocitos e supressdo da fungcdo dos macréfagos, que € grave nos tecidos
linfoides associados aos intestinos (GALT). Este processo ocorre pela inativagao
da caspase- 9 em linfonodos, tecido linfoide associado aos brénquios e tecido
linfoide associado aos intestinos (Liebler-tenorio et al., 2003; Lanyon et al., 2014).

A regulagdo da apoptose pode ocorrer por duas vias distintas, a via
extrinseca, que é caracterizada pela presenca de receptores do fator de necrose
tumoral (TNF), em conjunto com o processo de clivagem e ativagao da caspase-8,

que é uma caspase iniciadora (Hilbe et al., 2012). A outra via é a intrinseca,
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também conhecida como mitocondrial-dependente, € regulada pela liberagdo de
citocromo C pela mitocdndria no citosol. Posteriormente tem-se a produgédo do
fator de ativacdo de apoptose 1 (Apaf-1), culminando na clivagem e ativagao da
caspase- 9, que também é uma caspase iniciadora (Li et al., 1997; Pedrera et al.,
2012). Ambas as vias levam a ativacao das caspases efetoras, sendo a principal a
caspase-3. A presenca de caspase-3 representa um estagio sem volta, sendo a
morte celular irreversivel (Pedrera et al., 2009).

Esta acentuada deplecdo de linfocitos, decorrente do processo de
apoptose, induz a imunossupressao, tornando os animais mais susceptiveis a co-
infeccbes causadas por bactérias, protozoarios, e outros virus (Megid et al.,
2016). No periodo de 14 dias pods-infecgdo os animais desenvolvem imunidade,

eliminam o virus e recuperam-se totalmente (Hansen et al., 2010).

3.1.3.2. Infecgao fetal

O BVDV ncp consegue atravessar a placenta bovina e estabelecer a
infeccao fetal (Smirnova et al., 2012). As consequéncias da infeccao fetal
dependem do periodo gestacional em que a vaca foi exposta ao BVDV. O feto
pode desenvolver alteragdes em semanas ou meses apos a infeccdo da mae, ou
ainda suportar a presencga do virus em seus tecidos e tornar-se imunotolerante ao
agente. As consequéncias da infeccdo por BVDV em vacas durante o periodo
gestacional estdo demonstradas na Figura 2.

A infeccao fetal no periodo de 29 a 41 dias de gestacédo pode resultar em
morte embrionaria e reducdo da taxa de prenhez (Lanyon et al., 2014). No
primeiro trimestre gestacional, compreendendo o periodo de 40 a 120 dias, a
infeccao fetal pode resultar no desenvolvimento de animais Pl (Zimmer et al.,
2004). Neste periodo o sistema imune do bezerro ainda pode estar imaturo, ele
reconhece o virus como self. E desta forma, ndo desenvolve anticorpos contra o
BVDV, tornando-se imunotolerante ao virus.

No periodo de 80 a 150 dias de gestacéao, a infecgdo com o BVDV pode
causar desenvolvimento de bezerros com malformacdes, como atrofia cerebelar,
degeneracao ocular, bragnatismo, hipotricose, formacdo de cistos em timo e
0ssos, além de desenvolvimento pulmonar retardado (Montgomery et al., 2008;

Blanchard et al., 2010; Lanyon et al., 2014). Nesta fase também pode haver morte
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fetal e abortamento.

A exposigao ao BVDV apods os 150 dias conduz a uma infecgao transitoria,
que é eliminada tanto pela made como pelo feto, que neste estagio ja tem
capacidade de desenvolver resposta imune adaptativa contra o agente e debelar
a infeccdo (Smirnova et al., 2012). Apesar de cada periodo gestacional de
exposi¢ao ao BVDV ter suas determinadas consequéncias, o abortamento pode
acontecer em qualquer fase, desde o terco inicial, até o tergo final de gestacéo,
dependendo do estado imunoldgico tanto da vaca como do feto (Lindberg, 2003).

ncp ou cp i f
2 Soropositivo, livre do virus

= oy
/1 Bezemo Pl
= Matimortos
Malformagdes
ncp ou cp Bezemos Pl

Infertilidade
Abortos

Atrofia da retina
cegueira
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I Lesges no SNC oo
susceplivel Bezerros saudaveis

soropositivos

Lo
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fertilizagao,
implantagao Abortos

a 40 8d 120 160 200 240 280
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Figura 2. Adaptado de Ridpath; Flores et al. (2007). Consequéncias da infecgao
de fémeas bovinas prenhes pelo BVDV, de acordo com o bidtipo do virus e com o
estagio de gestacéo.

3.1.3.3. Persistentemente infectados

A exposigao da vaca prenhe soronegativa ao BVDV, na fase inicial da
gestacgao, entre 40 a 120 dias, pode dar origem a um bezerro persistentemente
infectado (PI) (Brodersen, 2014). Esta infecgcdo ocorre pelo biotipo ncp,
anteriormente ao desenvolvimento da imunidade humoral do feto (Ridpath, 2010).
O periodo de maior frequéncia é entre 30 a 90 dias, e ambos o0s gendtipos do
virus (BVDV-1 e BVDV-2) podem causar a infeccédo persistente (Santos et al.,

2011). Em virtude dessa incapacidade imunolégica fetal, as proteinas
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constituintes do virus sdo de forma errbnea reconhecidas como préprias do
animal, tornando-o imunologicamente tolerante ao BVDV. E infectado
persistentemente durante toda sua vida (Dubovi, 1994).

A patogénese da infecgéo persistente € complexa e envolve uma série de
eventos que objetivam superar o sistema imune do hospedeiro (Schweizer et al.,
2006). O sistema imune é formado por dois distintos mecanismos de defesa,
sendo um o sistema imune inato e o outro o sistema imune adaptativo (Tizard,
2014).

O sistema imune inato caracteriza-se por sua pré-existéncia no hospedeiro,
sem a necessidade de exposicdo a patdégenos para seu desenvolvimento
(Janeway Jr.; Medzhitov, 2002). E formado principalmente por barreiras fisicas,
quimicas e bioldgicas, células fagociticas, como macréfagos, neutrdfilos, células
dendriticas e células Natural Killer (NK), além de moléculas quimiotaticas e
citocinas (Dempsey; Cheng, 2003). O sistema imune adaptativo representa uma
linha de defesa especifica, formada apds a exposigdo a um agente infeccioso,
sendo composto por linfécitos B e T, células apresentadoras de antigenos e
citocinas (Bonilla; Oettgen, 2010).

O reconhecimento dos patdgenos € realizado por meio de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), que s&o expressos nas membranas
plasmaticas de macréfagos e células dendriticas. Os receptores extracelulares
para virus sao do tipo Toll-like (TLR), podendo ser das classes TLR3, TLR7, TLR8
e TLR9, e fazem a detecgdo dos acidos nucléicos virais (lwasaki; Medzhitov,
2015). Os agentes infecciosos possuem padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), estes se ligam aos PRRs, e induzem a resposta imune no
organismo do hospedeiro. Esses padrdoes sao estruturalmente distintos e incluem
polissacarideos complexos, glicolipidios, lipoproteinas, nucleotideos e acidos
nucléicos (Peterhans; Schweizer, 2013).

As citocinas sao proteinas responsaveis pela regulacdo da resposta imune
por meio de sinalizacdo celular. Os interferons representam uma classe de
citocinas, sendo glicoproteinas sintetizadas em resposta as infec¢des virais
(Tizard, 2014). Os interferons tipo 1 (IFN-1), categorizados em interferons a e j3,
sdo mecanismos imprescindiveis de defesa contra agentes virais. Eles sao
secretados por uma célula infectada e se ligam aos receptores de superficie das

células para induzir um estado antiviral (Schweizer et al., 2006).
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O BVDV ncp utiliza duas estratégias para estabelecimento da infecgao
persistente. A primeira € por meio do bloqueio da sintese de IFN-1. A
glicoproteina E™ do BVDV atua como uma RNase, tem a capacidade de degradar
o0 RNA extracelular. A detecgdo de RNA extracelular € o gatilho para a sintese do
IFN-1, com a degradacdo do RNA n&o ha sinalizagdo para indugcdo do IFN-1
(Brodersen, 2014; Smirnova et al., 2014).

A segunda estratégia é por meio da evaséo da selegao de linfocitos. Como
a infeccdo se da num periodo em que o feto ainda estda no processo de
desenvolvimento da resposta imune adaptativa, periodo de selecdo e
recrutamento de linfocitos, o virus invade o sistema imune, e passa a ser
reconhecido como proprio do organismo hospedeiro (Peterhans et al., 2003).

A infeccao persistente pode apresentar-se de trés formas; bezerros com
nascimento e crescimento normal, bezerros fracos, pequenos, que morrem logo
apdés o nascimento, ou bezerros aparentemente saudaveis, mas que morrem
antes dos dois anos de idades (Khodakaram-Tafti; Farjanikish, 2017).

De todas as formas, a primeira é epidemiologicamente a mais preocupante,
pela dificuldade de identificacdo destes animais e consequente permanéncia
deles no rebanho disseminando o BVDV. Os animais que nascem prematuros,
letargicos, geralmente apresentam alguma ma formagado congénita, como
hipoplasia cerebelar, catarata, degeneragdo da retina, bragnatismo e alopecia
(Baker, 1995). Os animais que apresentam crescimento deficiente, e s&o
visivelmente refugos no rebanho geralmente cursam com infecgdes intercorrentes
(Rebhun, 2000). A resposta imune nestes animais pode ser frequentemente
deficiente, apresentando reducao da funcao linfocitaria e neutrofilica, possuindo
consequentemente baixa resisténcia a outras enfermidades. Por esta
caracteristica sao tipicamente acometidos por infeccbes bacterianas, parasitarias
e fungicas (Dias et al., 2010).

Raramente o animal Pl pode sobreviver e chegar a fase reprodutiva,
porém, caso isso ocorra, sua prole sempre sera persistentemente infectada com o
BVDV, e dificiimente sobrevive (Khodakaram-Tafti; Farjanikish, 2017).
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3.1.3.4. Infecgao pés-natal

A susceptibilidade do bezerro a infeccdo pos-natal com BVDV esta
diretamente relacionada com o sucesso ou falha da transferéncia de imunidade
passiva via ingestdo do colostro materno (Goyal; Ridpath, 2005). Em caso de
falha no aproveitamento do colostro o neonato exposto ao BVDV podera
desenvolver sinais da infecgdo aguda, sendo estes relacionados a
imunossupressao, que contribui para o desenvolvimento de doengas multifatoriais
no trato respiratorio e gastrointestinal (Kelling; Topliff, 2013).

A infecgdo aguda possui variabilidade de gravidade, sendo que em sua
maioria apresenta-se inaparente ou com sinais clinicos brandos. O animal pode
apresentar aumento da temperatura corporal, presenca de descarga nasal e
leucopenia transitoria (Pedrera et al., 2009). De acordo com Quadros et al. (2016)
em seu estudo com infecgado experimental de bezerros com cepa de BVDV-1 ncp,
0s animais apresentaram viremia dentro de um periodo de até oito dias pods
infeccdo, com apresentacédo de sinais de hipertermia e descarga nasal e ocular.
Em 14 dias pos-infeccdo os animais apresentaram soroconversao, debelando a

infeccao.

3.1.3.5. Doencga das mucosas

Esta forma da doenga se desenvolve em animais persistentemente
infectados com o BVDV ncp, que em algum momento sdo expostos ao BVDV cp,
ou sofrem mutacdo originando o BVDV cp (Lanyon et al.,, 2014). O BVDV
expressa a protease NS3. E a presenga dessa enzima juntamente com a dupla
fita de RNA presente no processo de replicacdo viral, sdo responsaveis pela
indugdo da apoptose pelas vias extrinseca e intrinseca (Yamane et al., 2005;
Gamlen et al., 2010).

As alteragdes resultantes do processo de apoptose iniciam no intestino,
com comprometimento dos tecidos linfoides, ha acumulo de restos celulares
sobre as criptas, dando ao epitélio aparéncia de necrose. Com a destruicdo das
vilosidades intestinais ha maior liberacao de fluido, resultando em diarreia e

desidratacdo (Lanyon et al., 2014). Também ha necrose de queratindcitos
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presentes na pele, focinho, cavidade oral, es6fago, rumen, reticulo e omaso (Hilbe
et al., 2012; Bianchi et al., 2016). Este processo necroético faz com que as
jungdes que ligam estas células sejam rompidas, expondo o epitélio e levando a
ulceracdo (Bieleldt-Ohmann, 1995). A exposicdo destes tecidos inflamados,

associada a infecgao bacteriana, pode levar a septicemia (Lanyon et al., 2014).

31.4. PATOLOGIA

A forma fatal da infeccdo pelo BVDV é a doenca das mucosas,
apresentando taxa de letalidade de 100% (Flores, 2017). Diversos sistemas
organicos podem ser invadidos e acometidos pelo virus, entre esses o sistema
gastrointestinal, cardiorrespiratorio, imune e reprodutivo (Baker, 1995).

No exame pds-mortem, macroscopicamente, podem-se observar lesbes
erosivas e ulcerativas no trato gastrointestinal, evidentes em mucosa oral, epitélio
da lingua, eséfago e abomaso (Lunardi et al., 2008). Na avaliagao histopatoldgica,
tais lesbes no TGI superior evidenciam-se como processos inflamatorios e
necroticos, que podem apresentar-se com distribuicdo focal ou multifocal, sendo
estes caracterizados, principalmente, por glossite proliferativa e esofagite
ulcerativa (Hessman et al., 2012).

Por meio de inoculacido da cepa citopatica de BVDV-1 em bezerros Pl para
observagao do desenvolvimento da doenca das mucosas, constatou-se presenca
de erosdes e ulceras em mucosa abomasal. Histologicamente evidenciaram-se
erosbes na mucosa do abomaso com presenga de neutréfilos degenerados e
células mononucleares. Também foi observado infiltrado de células
linfoplasmocitarias em regiao fundica glandular (Kim et al., 2016).

Em estudo realizado nos EUA com infecgdo experimental pds-natal em
bezerros de seis meses de idade, foi observada na regido do colon proximal a
presenca de edema e hiperemia de mucosa (Wilhelmsen et al., 1990). Em outros
relatos de animais positivos para o BVDV foram descritas lesbes histologicas
também em colon. Estas lesdes foram caracterizadas por necrose de células
epiteliais das criptas, e presencga de neutrofilos degenerados e debris celulares no
interior das criptas (abscesso de cripta).

Em relacdo ao sistema imune, as principais alteragcbes observadas séao

deplecao dos tecidos linfoides e atrofia folicular. Esta deplecao pode ser vista em
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timo, linfonodos e bago, sendo mais evidente em infecgdes agudas, e
principalmente em animais Pl (Duncan et al., 2008; Falkenberg et al., 2017). No
coracao, raramente, podem ser observadas estrias esbranquicadas, e presenca
de liquido no saco pericardico. Enquanto que, na histologia pode-se evidenciar
miocardite ndo supurativa e fibrose em torno das fibras de Purkinje e vasos
sanguineos (Pinto et al., 2013).

Ainda se discute quanto ao envolvimento do BVDV como causa primaria de
doenca respiratéria em bovinos, no entanto, € indiscutivel que seu carater
imunossupressor predispdem a pneumonias bacterianas secundarias (Ridpath,
2010).

Na infecgdo congénita podem ser observadas lesées em sistema nervoso e
olhos. Em sistema nervoso as alteragbes congénitas resumem-se a
hidranencefalia, porencefalia, hidrocefalia, microcefalia e hipoplasia cerebelar,
sendo esta ultima a de maior incidéncia (Agerholm et al., 2015). Na avaliagéo
histopatolégica a hipoplasia cerebelar caracteriza-se pela redugao da quantidade
de células de Purkinje, formagéo de cavidade irregular no cerebelo, evidenciando
a rarefacdo tecidual, além de areas de fibrose e infiltrado de células
linfohistiocitarias (Tunca et al, 2006; Gul et al., 2013). As lesdes oculares descritas
em animais infectados congenitamente sao catarata, atrofia de retina, neurite
optica e microftalmia com displasia da retina (Aroch et al., 2008; Bistner et al.,
1970).

3.1.5. SINAIS CLINICOS

A diarreia viral bovina possui diversas possibilidades de apresentacao
clinica, sendo que estas dependem de fatores como idade do animal, cepa viral,
dose infectante, estado imunoldgico do individuo e do rebanho, gendtipo e bidtipo
do BVDV, bem como exposicdo prévia ao agente de forma natural ou por
vacinacgao e se ha a presenca de bovinos persistentemente infectados no rebanho
(Dezen et al., 2013).

A maioria das infecgbes pelo BVDV é assintomatica (Mascitti et al., 2017),
no entanto, quando ocorre infeccdo por uma cepa citopatica ha a manifestagao da
enfermidade descrita como doenga das mucosas (Baker, 1995). Neste caso

podem ser vistas erosdes no trato gastrointestinal, depressao, reducao no apetite
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e queda na producao de leite (Flores, 2017).

A forma aguda apresenta um periodo de incubacgéo de dez a 14 dias apods a
exposi¢cao ao agente. Dependendo do estado imunolégico do animal, os sinais
clinicos poderado ser brandos ou graves. Podem ser observados sinais de febre,
leucopenia transitéria com linfopenia e trombocitopenia, diarreia e
imunossupressao. A febre tem caracteristica bifasica, comegando alta (40,5 a
42°C) e diminuindo em alguns dias, para depois retornar apés 5 a 10 dias
(Rebhun, 2000). A hipertermia pode levar o animal a quadros de taquipneia, na
tentativa de perder calor e restabelecer a temperatura corporal. Mesmo na forma
aguda podem ser vistas lesbes nas mucosas do TGIl, como lesbes erosivas
macroscopicas, predominantemente, nas mucosas dos labios, da lingua, do
es6fago e do rumen (Lunardi et al., 2008).

Além da infeccao fetal, o BVDV pode causar consequéncias reprodutivas
aos animais infectados, sendo os abortamentos a maior causa de prejuizo. O
aborto pode ocorrer em todos os periodos da gestacdo, e a mumificagao fetal
também é possivel (Dezen et al., 2013). Outra preocupagao € quanto a existéncia
de touros imunocompetentes no estagio agudo da infeccdo ou persistentemente
infectados, pois ambos eliminam o virus no sémen (Lindberg, 2003). Também
pode haver infeccdo por meio da inseminacao artificial, neste caso as vacas
podem apresentar insuficiéncia reprodutiva, baixas taxas de prenhez, e altas

taxas de retorno ao estro (Fray et al., 2000).

3.1.6. DIAGNOSTICO

Com base no histérico clinico e reprodutivo, como abortamentos, perdas
embrionarias, nascimento de bezerros fracos, malformacdes fetais, natimortos, &
possivel suspeitar de presenga do BVDV no rebanho (Fray et al., 2000), além da
presencga dos sinais clinicos descritos. Quando nota-se a presenca de bezerros
fracos que apresentam constantes infecgbes intercorrentes, estes devem ser
considerados suspeitos de serem animais persistentemente infectados com o
BVDV (Dias et al., 2010).

Os testes diagnosticos mais utilizados sdo os soroldgicos, incluindo ELISA
direto para deteccdo de proteinas virais no soro dos animais amostrados. Este

teste é utilizado para identificacdo de animais PI, justamente porque os mesmos
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nao apresentam anticorpos contra o BVDV, por isso & necessaria a detecgédo do
agente.

O ELISA indireto é usado para a deteccéo de anticorpos e a soroconversao
neste caso indica apenas a exposigdo ao agente (Flores, 2017; Ridpath, 2010).
Outros métodos como RT-PCR para detecgcdo de RNA viral, isolamento em cultivo
celular, seguido de imunofluorescéncia (IF) e imunoperoxidase (IPX) também
podem ser utilizados para diagnostico. Para a identificagdo dos animais PI, o
isolamento viral seguido de deteccao de antigenos no soro e/ou em bidpsias de

orelha por ELISA/IPX sao os métodos de elei¢cao (Flores, 2017).

3.1.7. CONTROLE E ERRADICAGCAO

A estratégia utilizada atualmente para prevencédo da doencga é a vacinagao.
No entanto, este método tem se apresentado falho. De acordo com Otonel et al.
(2014), esta falha no protocolo vacinal pode ser atribuida a constituicao
incompleta das vacinas, que nao contam com todos os subgendtipos. Em
rebanhos abertos animais recém-adquiridos podem ser responsaveis pela
introdugéo de outros subgendtipos do virus, além de que a falha nestes rebanhos
vacinados também pode ser atribuida a disseminagdo do BVDV a bovinos
susceptiveis por animais Pl transportando diferentes tipos de gendtipos. Em
estudo realizado por Stahl e Alenius (2012), foi relatada deficiéncia nos protocolos
vacinais em paises da Europa e com isso foram adotadas medidas eficazes para
controle e erradicagao da doenga nestes paises.

Estas medidas contam com trés elementos principais, sendo estes
biosseguranga, para prevenir a introdugédo de animais infectados em rebanhos
livres da doencga, eliminagdo dos animais Pl em rebanhos infectados, com o
intuito de reduzir a circulacao viral, e monitoramento continuo dos rebanhos livres
para detecgado precoce de reinfecgao (Lindberg; Alenius, 1999). No programa de
erradicacao alemao, foram identificados e removidos 40 mil animais Pl entre os
anos de 2010 e 2013 (Gethmann et al., 2015). O fluxograma do controle e
erradicagao do BVD na Alemanha esta representado na figura 3.

Este sistema adotado tem apresentado sucesso no controle e erradicagao
da doenca nestes paises. Além disso, deve-se priorizar a quarentena de animais

adquiridos e o desenvolvimento de vacinas contendo isolados de varios
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subgendtipos do BVDV que contribuira para melhor eficiéncia dos protocolos de

vacinagao (Otonel et al., 2014).

| Sorologia do tangue de leite | —\L
| Pesquisa de animais Pl | -
N4 ¥
Ag negativo Ag positivo
¥ 4
Rebanho néo suspeito de BVD Rebanho infectado com BVD
Livre de animais Pl s = |dentificacdo de todos os
Possivel sistema de vacinacéo animais P!
¥ v
| Suspensido da vacinacio |
¥ v
—
v Investigacéo de
Rebanho livre de BVD acompanhamento de bezerros
Controle sorolégico regular recém-nascidos (12 meses)
¥ ¥
—| Ag negativo | | Aqg positivo |

Figura 3. Adaptado de Moennig et al. (2005). Fluxograma representando
estratégia de controle de BVD na Alemanha. A pesquisa de animais Pl é
essencial nesse processo.

CONSIDERAGOES FINAIS

O BVDV é um virus de grande importancia econdmica no setor de
bovinocultura. Apesar de suas diversas formas clinicas da doenca, ele apresenta
baixa morbidade. Na epidemiologia do BVDV o animal persistentemente infectado
merece destaque, sendo a principal forma de introdu¢cdo e manutencao do virus
no rebanho. Este € o principal causador das perdas econdémicas, visto que o
mesmo, excreta grande quantidade de particulas virais em suas secregdes e
excrecoes. Quando se pensa em controle e prevengcdo da doenga, deve-se
atentar aos animais PI, pois a eliminacdo destes, associado ao periodo de
quarenta na introducdo de novos animais, e o monitoramento dos titulos de

anticorpos no tanque de leite, € a chave para o controle da doenga no rebanho.
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4. CAPITULO 2

Prevaléncia de bovinos persistentemente infectados com o virus da
diarreia viral bovina (BVDV) em rebanhos leiteiros no estado do
Parana, Brasil

Prevalence of bovines infected persistently with bovine viral diarrhea
virus (BVDV) in dairy cattle herds in Parana State, Brazil

Barbara Barbi de Freitas

Resumo

Com o intuito de se estabelecer a prevaléncia de animais persistentemente
infectados (PI) com o BVDV em propriedades leiteiras no estado do Parana. Foram
coletadas amostras de 6.465 bovinos, fémeas, da raca Holandés Preto e Branco
(HPB). Amostraram-se animais com idade inferior a dois anos, fémeas com mais de
dois anos que nao haviam tido partos na propriedade, e maes de bezerros que
foram diagnosticados como persistentemente infectados. Os bovinos foram
provenientes de 40 rebanhos leiteiros, distribuidos em 10 municipios no Estado do
Parana. A coleta deu-se no periodo de maio de 2015 a agosto de 2018. O
diagndstico dos animais Pl foi feito por meio do teste de ELISA de captura de
antigeno. Animais Pl foram detectados em quinze rebanhos amostrais (37,5%),
oscilando entre um e dezesseis animais por rebanho. A prevaléncia nos municipios
do estado Parana foi de 1,78%, oscilando entre 0,3 a 8,9% nos rebanhos positivos.
Com a alta prevaléncia de animais Pl observada, quando analisados os rebanhos
amostrais individualmente, € possivel afirmar que ha uma disseminagao importante
do BVDV em municipios paranaenses, destacando inclusive areas endémicas. Com
isso, vé-se a necessidade de medidas de conscientizacdo dos produtores sobre a
existéncia e importancia da BVD nos rebanhos, destacando o papel dos animais PI
na epidemiologia da doengca, bem como o impacto econbmico causado pela
manutencgao desses animais nos rebanhos.

Palavras-chave: bovino leiteiro, diarreia viral bovina, infec¢ao persistente.

Abstract

In order to establish the prevalence of persistently infected (PI) animals with BVDV in
dairy farms at Parana State, Brazil. Samples were collected from 6,465 female,
Holstein Friesian Dairy Cattle. Animals less than two years old were collected,
females over two years old who had not had births at the farm, and mothers of calves
that were diagnosed as persistently infected. The cattle came from 40 dairy herds,
distributed in 10 municipalities in the State of Parana. The samples were obtained
from May 2015 to August 2018. The diagnosis Pi animals was made with antigen
capture ELISA test. The animals were detected in fifteen herds sampled (37.5%),
ranging from one to sixteen animals per herd. The prevalence in the municipalities of
Parana State was 1.78%, ranging from 0.3 to 8.9% at positive herds. With high of
observed Pl animals, when the individual sampled herds were analyzed, it is possible
to affirm that there is an important dissemination of the BVDV in municipalities of
Parana, including endemic areas. With this, we see the need for measures to raise
awareness among producers about the existence and importance of BVD at dairy
herds, highlighting the role of Pl animals in disease epidemiology, as well as the
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economic impact caused by maintenance these animals at farms.
Key words: dairy cattle, viral diarrhea virus, persistent infection

Introducao

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) causa importante impacto econémico
em rebanhos bovinos, sendo endémico em varios paises do mundo (Hessman et al.,
2009; Hessman et al., 2012; Stahl e Alenius, 2012). O virus causa perdas
reprodutivas e produtivas como baixa produgao de leite, abortos, mumificagao fetal,
nascimento de bezerros fracos, baixas taxas de concepgdo e aumento da
mortalidade neonatal (Berends et al., 2008).

A diarreia viral bovina (BVD) possui diferentes apresentagdes clinicas,
dependendo do gendtipo, bidtipo e viruléncia da cepa viral, bem como a
suscetibilidade do hospedeiro (Moennig et al., 2005). Quando uma vaca prenhe
soronegativa € infectada com o BVDV nao citopatico no primeiro trimestre da
gestagao, entre o periodo de 40 a 120 dias, pode resultar em morte fetal ou
nascimento de bezerros persistentemente infectados (Pl) (Grooms, 2004). Os
animais Pl ndo apresentam anticorpos contra o BVDV, porque o seu sistema
imunoldgico reconhece o virus como proprio (Arenhart et al., 2009). No entanto,
estes animais eliminam grandes quantidades de virus nas suas excregdoes e
secregdes ao longo de toda a vida, portanto, sdo responsaveis pela introdugao e
manutengéo do virus em rebanhos (Houe, 1995).

A maior dificuldade das propriedades é a identificagdo dos animais PIl, uma
vez que os mesmos podem se apresentar saudaveis e nao levantar nenhuma
suspeita da sua condicao (Houe, 1993). Nao ha produgéo de anticorpos contra o
BVDV, desta forma os testes soroldgicos para identifica-los ndo sao uteis (Stocktad;
Loken, 2002). Para diagnosticar esses animais € necessaria a detecgéo do virus em
amostras de sangue ou fragmentos de orelha, por meio de Imunoensaio Enzimatico
(ELISA) direto, isolamento do virus, imunoperoxidase, imunofluorescéncia direta ou
Reacdo em Cadeia da Polimerase precedida de Transcriptase Reversa (RT-PCR)
(Flores, 2017). Para a avaliagdo do status viral no rebanho, amostras de tanques de
leite podem ser coletadas periodicamente para determinagao de titulos de anticorpos
(Kramps et al., 1999). A detecgéo de altos titulos de anticorpos pode ser indicativa

da presencga de animais Pl no rebanho (Houe, 2003; Niskanen et al., 1991).
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A principal estratégia para o controle da doenga nos rebanhos € a
identificagcéo e eliminagéo dos animais Pl (Smith e Grotelueschen, 2004). Nos paises
europeus, os programas de erradicagado da BVD foram desenvolvidos com base no
diagndstico e eliminagao destes animais (Thomann et al., 2017; Thulke et al., 2017;
Wernike et al., 2017). Esses programas tém apresentado bons resultados. No
entanto, outras medidas como periodo de quarentena na introdu¢cdo de novos
animais na propriedade, bem como avaliagdo do status viral no rebanho, pela
periddica titulagdo de anticorpos nos tanques de leite, também sao imprescindiveis
para o controle da doencga nos rebanhos (Kelling et al., 2000).

O objetivo deste estudo foi estabelecer a prevaléncia de animais
persistentemente infectados com o BVDV em rebanhos bovinos leiteiros no Estado

do Parana, Brasil.

Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana - Brasil,

sob o protocolo numero 102/2017.

Localizagao

O estado do Parana localiza-se na Regido Sul do Brasil entre os paralelos de
22° 29’ 30” e 260 42’ 59” de latitude sul, e entre as longitudes a Oeste de 48° 02’ 24”
e 54° 37’ 38”, compreendendo uma area de 199.307km?. O numero de vacas
ordenhadas no Parana é de 1.723.996 cabecas. O estado é o terceiro maior
produtor de leite do Brasil, sendo que em 2015 a producao foi de 4.730.195 de litros,
representando 14% do leite produzido no pais (IBGE, 2016). Devido a
representatividade do estado no setor leiteiro brasileiro, 0 mesmo foi escolhido para

a realizagao do presente estudo.

Amostragem

Foram coletadas amostras de 6.465 bovinos, fémeas, da raga Holandés.
Amostraram-se animais com idade inferior a dois anos, fémeas com mais de dois
anos que nao haviam tido partos na propriedade, e mées de bezerros que foram

diagnosticados como persistentemente infectados. Os bovinos foram provenientes
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de 40 rebanhos leiteiros, distribuidos em 10 municipios no Estado do Parana. A
coleta de amostras compreendeu o periodo de maio de 2015 a agosto de 2018. A
Figura 1 demonstra a distribuigdo dos municipios onde foram realizadas as coletas.
A inclusado das propriedades no estudo foi dependente da disponibilidade e
pretensdo do produtor em realizar o diagndstico dos animais persistentemente
infectados com BVDV, oferecido pela Associacdo Paranaense de Criadores de
Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH). Esses produtores optaram pela realizagao
do diagndstico devido suspeita prévia de infeccdo pelo BVDV decorrente de
alteracbes reprodutivas, abortamentos e nascimento de bezerros fracos na
propriedade. De 718 propriedades associadas a APCBRH 40 produtores optaram
pela realizacdo do diagnostico. Todas as propriedades realizavam exames de
brucelose e tuberculose bovina periédicos, vacina de brucelose (B19) nas fémeas de

trés a oito meses, e vacinagao contra febre aftosa. A Tabela 1 demonstra o numero

de rebanhos e amostras coletadas em cada municipio.

Figura 1. Localizagdo geografica dos municipios amostrados no Estado do Parana
1 - Arapoti, 2 - Carambei, 3 - Castro, 4 - Curiliva, 5 - Francisco Beltrao, 6 - Floresta,
7 - Jaguariaiva, 8 - Mandaguari, 9 - Mangueirinha, 10 - Ponta Grossa.
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Tabela 1. Distribuicdo da coleta de amostras de fragmento de orelha para deteccéo de
animais Pl com o BVDV em municipios no estado do Parana, Brasil.

Municipio Rebanhos Animais
Arapoti 5 1347
Carambei 13 3078
Castro 15 1459
Curitiva 1 60
Floresta 1 179
Francisco Beltrao 1 20
Jaguariaiva 1 105
Mandaguari 1 65
Mangueirinha 1 133
Ponta Grossa 1 19
Total 40 6.465

Amostra

Foram coletados fragmentos de cartilagem auricular, que sdo relativamente
estaveis. Os fragmentos foram coletados da extremidade da orelha, com auxilio de
um mossador, e mediram aproximadamente trés milimetros de didametro. Apds a
coleta, os fragmentos foram armazenados em microtubos Eppendorf® a temperatura
ambiente. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Diagndstico da
APCBRH.

Pesquisa de antigeno — ELISA direto

Aos microtubos contendo a amostra foram adicionados 120-250uL da solugéo
tampdo IDEXX Ear Notch. Posteriormente estes microtubos foram selados e
armazenados durante 24 horas a 26°C em camara umida.

Para diagnéstico dos animais persistentemente infectados com o BVDV foi
utilizado o IDEXX BVDV Ag/Serum Plus Test®, que é um teste de ELISA direto, no
qual se busca a detecgéo da proteina E™ na amostra. Utilizando uma placa de 96
pocos, com auxilio de uma micropipeta, foram adicionados 50uL de anticorpos de
deteccdo em cada cavidade, além dos controles positivo e negativo.

As placas foram agitadas levemente com o intuito de homogeneizar o
conteudo das cavidades. Apds homogeneizacéo estas placas foram seladas para
evitar evaporagao e incubadas por duas horas a 37°C. Posteriormente foi feito
remogao do conteudo das placas lavando cada cavidade com 300uL de solugdo de

lavagem por cinco vezes. Na ultima lavagem realizou-se a remogao do fluido



residual de lavagem de cada placa batendo-a levemente. Apds este processo de
lavagem foram adicionados 100uL de Conjugado em cada cavidade e as placas
foram incubadas por 30 minutos a 25°C. Em seguida repetiu-se o processo de
lavagem descrito. Posteriormente foram adicionados 100uL de Substrato TMB n° 12
em cada cavidade e as placas foram incubadas novamente por 10 minutos a 25°C. E
finalizando o teste foram adicionados 100uL de Solugao de Interrupgao n° 3 em cada
cavidade. A leitura do teste foi feita pela medigdo da absorbancia das amostras e
controles. Foram considerados animais negativos aqueles que apresentaram valores
de densidade optica < 0,2; suspeitos = 0,2 a < 0,3; e positivos = 0,3, de acordo com

as orientacdes do fabricante.

Resultados

Foram detectados rebanhos positivos em trés municipios. Os municipios de
maior amostragem apresentaram maior prevaléncia. O numero de animais positivos
no teste de ELISA direto para detec¢cdo de antigeno e a prevaléncia de bovinos PI
BVDV por municipio estdo representados na Tabela 2. Animais Pl foram detectados
em quinze rebanhos amostrais (37,5%), variando entre um e dezesseis animais por
rebanho. No municipio de Arapoti a prevaléncia de foi de 80% dos rebanhos
amostrados (4/5), em Carambei 54% (7/13) e em Castro 27% (4/15). Os valores de
prevaléncia em 14 rebanhos estdo descritos na Tabela 3, um dos rebanhos nao
consta nesta analise, devido apenas animais considerados suspeitos terem sido

testados.

Tabela 2. Animais positivos no teste de deteccdo de antigeno, prevaléncia de animais Pl
(%), quantidade e prevaléncia de rebanhos positivos para BVDV.

Municipio Animais  Prevaléncia Rebanhos Prevaléncia de
positivos (%) positivos = Rebanhos positivos

Arapoti 29 2,15 (29/1347) 4 80% (4/5)

Carambei 69 2,24 (69/3078) 7 54% (7/13)

Castro 17 1,16 (17/1459) 4 26,7% (4/15)

Curiava 0 0 0 0

Floresta 0 0 0 0

Francisco 0 0 0 0

Beltrao

Jaguariaiva 0 0 0 0

Mandaguari 0 0 0 0

Mangueirinha 0 0 0 0

Ponta Grossa 0 0 0 0

Total 115 1,78 15 37,5% (15/40)




Tabela 3. Prevaléncia (%) de animais PI BVDV em rebanhos bovinos leiteiros em municipios
do estado do Parana, Brasil.

Municipio Rebanho Testados Positivos Prevaléncia (%)
1 39 3 7,7
Arapoti 2 384 1 0,3
3 362 10 2,8
4 434 15 3,5
5 260 3 1,2
6 236 16 6,8
Carambei 7 413 14 3,4
8 751 10 1,3
9 189 4 21
10 381 12 3,1
11 24 1 4,2
Castro 12 364 1 0,3
13 124 11 8,9
14 441 4 0,9
Discussao

Os estudos para identificacdo de animais Pl no Brasil ainda sdo escassos,
havendo poucos dados de disseminagao e prevaléncia destes animais nos rebanhos
bovinos, visto a importancia que os mesmos tém na epidemiologia da BVD. A
escolha de diagnostico dos animais até dois anos de idade se deve ao fato de os
bovinos Pl raramente sobreviverem até a idade reprodutiva (Stephenson et al.,
2017). O teste de animais adultos s6 faz-se necessario se a fémea ainda néao teve
parto na propriedade, desta forma nao se tem o diagnéstico do bezerro, portanto néo
se consegue descartar com seguranca que ela ndo seja Pl. E no caso de
positividade do bezerro, também se testa a mae, pois mesmo que a probabilidade de
um animal Pl chegar a fase reprodutiva seja baixa, ndo se pode ignorar esta
possibilidade, pois os bezerros de uma fémea Pl sempre serdo PI, e dificimente
sobrevivem (Khodakaram-Tafti; Farjanikish, 2017).

No presente estudo, a prevaléncia de animais Pl nos municipios amostrados
no estado Parana foi de 1,78%, oscilando entre 0,3 a 8,9% nos rebanhos positivos.
No estado de Goias, por meio de deteccédo de antigeno no teste de ELISA direto, foi
obtida prevaléncia de 0,42% de animais Pl em 960 bovinos amostrados (Brito et al,
2010). No Oeste do Parana foi descrita por Dezen et al. (2013) prevaléncia de 0,29%

de animais Pl em rebanho de 692 bovinos, através da técnica de RT-PCR. Nos



Estados Unidos sdo descritas médias de prevaléncia mais baixas, como 0,4%,
oscilando entre 0,06 e 2% (Fulton et al., 2006); 0,09% (O’Connor et al., 2007) e
0,2%, com intervalo entre 0,03 e 0,9% (Hoar et al., 2007).

A presenga dos animais Pl nos rebanhos representa um impacto negativo
tanto no ambito sanitario como econdmico. O virus tem capacidade de induzir a
imunossupressao, tornando os animais mais susceptiveis a coinfecgdes causadas
por bactérias, protozoarios, e outros virus (Megid et al., 2016). Desta forma séo
animais que adoecem com elevada frequéncia, gerando gastos com tratamentos
recorrentes. Além disso, animais Pl podem sofrer da doenga das mucosas e vir a
Obito rapidamente (Burgstaller et al., 2016).

Em estudo realizado nos Estados Unidos relacionando o peso de bovinos com
a presenca de infec¢ao persistente por BVDV foi observado que bezerros com peso
inferior a 180 kg apresentaram maior prevaléncia da infecgao, tendo probabilidade
de 2,78 vezes maior de ser Pl quando comparado a bezerros com mais de 180 kg
(Stephenson et al., 2017). O estudo supracitado evidencia que estes animais
apresentam subdesenvolvimento e menor ganho de peso em relacdo aos animais
saudaveis. A exposicao ao BVDV pode levar a redugdo na taxa de concepcao,
abortamentos e queda na produgéo de leite (Houe, 2003), além disso, ha pesquisa
na Noruega relatando o aumento de 7% na incidéncia de mastite clinica em
rebanhos expostos ao BVDV (Waage, 2000).

No presente estudo a prevaléncia de rebanhos com presenca de animais PI
foi de 37,5% (15/40). Em estudo na Nova Zelandia estimou-se prevaléncia de
bovinos Pl em 14,6% dos rebanhos (Thobokwe et al., 2004), nos Estados Unidos foi
descrita prevaléncia de 3% em rebanhos selecionados aleatoriamente e 19% em
rebanhos suspeitos de infecgao por BVDV em cinco estados americanos (Wittum et
al., 2001). Na Bélgica a identificacdo de animais PI foi realizada em regides distintas,
sendo que na regidao Norte encontrou-se prevaléncia em 32% dos rebanhos
amostrados e no Sul 13% (Letellier et al., 2005). Estes dados demonstram que no
presente estudo a prevaléncia foi bastante superior as descritas em outros paises,
este fato pode estar associado a todos os rebanhos amostrados serem suspeitos de
infeccdo por BVDV devido ao historico de alteragdes reprodutivas, abortamentos e
nascimento de bezerros fracos.

O mesmo foi observado por Wittum et al. (2001) em que rebanhos suspeitos



tiveram maior ocorréncia de animais Pl do que rebanhos escolhidos aleatoriamente.
Este fato demonstra a importancia da realizagdo do diagnostico com base no
histérico, sinais clinicos e epidemiolégicos. A BVD tem diversas apresentacdes
clinicas podendo ocorrer alteragdes entéricas, respiratérias ou reprodutivas (Lima et
al., 2004) o que pode levar a erros no diagndstico por descartar a possibilidade de
infeccdo pelo BVDV caso nem todos esses sinais estejam presentes. Portanto, é
imprescindivel que a pesquisa por animais Pl seja feita em propriedades com
alguma das apresentacdes descritas.

No entanto, é imprescindivel levar em consideragao que o Brasil ndo possui
programas de controle e erradicagao contra BVD, o que também contribui para que
os valores de prevaléncia sejam superiores. A Alemanha possui programa de
erradicacao de BVD desde 2011, este é definido pela identificacdo dos animais Pl e
eliminagdo dos mesmos dos rebanhos, com isso o pais teve uma reducdo de
propriedades com prevaléncia de bovinos Pl de 3,44% em 2011 para apenas 0,16%
em 2016 (Wernike et al., 2017). Dessa forma, nota-se como o estabelecimento de
programas de erradicagao pode contribuir para a redu¢ao de BVD nos rebanhos.

Os dados obtidos nesta pesquisa diferem de outros estudos realizados no
Brasil e em outros paises, fato este que pode estar relacionado ao maior tamanho
amostral em relagdo aos demais trabalhos, bem como ao método de diagndstico
utilizado. O método utilizado por alguns autores €& considerado de maior precisao
pela identificacdo do RNA viral. Em estudo realizado na Polénia comparando o
ELISA-Ag baseado na proteina Erns, que é uma proteina estrutural, o Real-time RT-
PCR (qRT-PCR) e o teste de ELISA-Ag baseado na proteina NS3, que € uma
proteina nao-estrutural, observou-se que foi possivel a identificacdo de animais PI
em 89,7%, 100% e 3,4% dos casos, respectivamente (Larska et al., 2013). Em
estudo prévio descreveu-se, da mesma forma, a superioridade da detecgdo do RNA
viral em relagao ao ELISA diante a presenca de anticorpos maternais (Zimmer et al.,
2004).

No entanto, também ha estudo que afirma nao haver diferenca estatistica
entre os testes de ELISA-Ag, Imunohistoquimica (IHQ) e RT-PCR, ressaltando ainda
a praticidade e seguranga do ELISA, além de resultados individuais, quando
comparado ao RT- PCR, em que as amostras podem ser pools (Fulton et al., 2006).

Para os presentes autores, o teste de ELISA é um método eficaz na identificagao de



animais PIl, porém €& necessario que o diagndstico seja feito antes da colostragem ou
no periodo de redugdo dos anticorpos maternais, isto € apdés 30 dias de idade,
quando comegam a sintetizar seus proprios anticorpos (Tizard, 2008), para que
desta forma, ndo haja interferéncia dos mesmos no resultado do teste.

Foi observada maior prevaléncia de animais Pl nos municipios de Arapoti,
Castro e Carambei, em relacdo aos demais amostrados. De acordo com Houe
(2003) estima-se que em uma regido endémica o numero de animais Pl seja em
torno de 2%, informacao esta que chama a atencdo diante dos resultados obtidos
nesta pesquisa. Desta forma, pode-se considerar que as regides dos municipios de
Arapoti e Carambei se caracterizam como areas endémicas para o BVDV.

A regido destes municipios trata-se da maior bacia leiteira do estado do
Parana, sendo Castro o maior produtor de leite do pais. A média de producao leiteira
na regidao € de 5.243 litros/vaca/ano, superando a média nacional de 1.480
litros/vaca/ano (IBGE, 2016). Este fator indica que as propriedades desta regiao
possuem sistemas de produgdo mais intensivos, com confinamentos de maior
proporgao e rebanhos maiores. De acordo com Van Campen (2010), quanto maior o
rebanho, a atencdo as medidas de biossegurangca e saneamento torna-se
insuficiente, contribuindo para a presenga e circulacdo do virus no rebanho.
Ressalta-se, portanto, o impacto que a disseminacado do BVDV, através da presenca
de animais PI, pode representar para estes municipios.

O diagnéstico e eliminagdo dos animais PIl, periodo de quarentena na
aquisicdo de animais e programas de vacinag¢ao, sdo as medidas de controle mais
eficientes do virus (Ferro et al., 2017; Letellier et al., 2005; Smith e Grotelueschen,
2004;).

Conclusao

Com a alta prevaléncia de animais Pl observada, quando analisados os
rebanhos amostrais individualmente, € possivel afirmar que ha uma disseminacao
importante do BVDV em municipios paranaenses, destacando inclusive areas
endémicas. No entanto, como demonstrado nesse trabalho € uma estratégia que
caminha a passos lentos no Brasil, considerando que a APCBRH €& a primeira
associacao de criadores a disponibilizar esse servigo, além do numero reduzido de

produtores que tém se interessado em realizar o diagnostico. Com isso, vé-se a



necessidade de medidas de conscientizacdo dos produtores sobre a existéncia e
importancia da BVD nos rebanhos, destacando o papel dos animais Pl na
epidemiologia da doenga, bem como o impacto econdmico causado pela

manutencao desses animais nos rebanhos.

Referéncias

ARENHART, S.; BAUERMANN, F.V.; OLIVEIRA, S.A.M.; WEIBLEN, R.; FLORES,
E.F. Excregcdo e transmissdo do virus da diarreia viral bovina por bezerros
persistentemente infectados. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.29, n.9, p.736-742,
20009.

BERENDS, I. M. G. A.; SWART, W.A.J.M.; FRANKENA,K.; MUSKENS, J.;LAM,
T.J.G.M.; VAN SCHAIK, G. The effect of becoming BVDV-free on fertility and udder
health in Dutch dairy herds. Preventive Veterinary Medicine, v. 84, p. 48—60, 2008.

BRITO, W.M.E.D.; ALFAIA, B.T.; CAIXETA, S.P.M.B.; RIBEIRO, A.C.C;
MIRANDA, T.M.T.; BARBOSA, A.C.V.C.; BARTHASSON, D.L.; LINHARES, D.C;
FARIA, B.O. Prevaléncia da infecgédo pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) no
estado de Goias, Brasil. Revista de Patologia Tropical, v.39, n.1, p.7-19, 2010.

BURGSTALLER, J.; OBRITZHAUSAR, W.; KUCHLING, S.; KOPACKA, I.; PINIOR,
B.; KOFER, J. The effect of bovine viral diarrhoea virus on fertility in dairy cows: two
case-control studies in the province of Styria, Austria. Berliner und Munchener
Tierarztliche Wochenschrift, v. 129, n. 34, p. 103-110, 2016.

DEZEN, S.; OTONEL, R.A.A.; ALFIERI, A.F.; LUNARDI, M.; ALFIERI, A.A. Perfil da
infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) em um rebanho bovino leiteiro de
alta produgao e com programa de vacinagao contra o BVDV. Pesquisa Veterinaria
Brasileira, v. 33, n. 2, p. 141-147, 2013.

FERRO, P. J.; FEARNEYHOUGH, M.G.; CALVERT, C.; NEILL, J.; RIDPATH, J.F.
Case report: Emergence of bovine viral diarrhea virus persistently infected calves in
a semi-closed herd Case report: Emergence of bovine viral diarrhea virus
persistently infected calves in a semi-closed herd. The Bovine Practitioner, v. 50, n.
1, p. 28-30, 2017.

FLORES, E.F. Virologia Veterinaria: Virologia Geral e Doengas Viricas. Santa
Maria: UFSM, 1136p, 2017.

FULTON, R. W. HESSMAN, B.; JOHNSON, B.J.; RIDPATH, J.F.; SALIKI, J.T;
BURGE, L.J.; SJELOCHA, D.; CONFER, AW.; FUNK, R.A.;; PAYTON, M.E.
Evaluation of diagnostic tests used for detection of bovine viral diarrhea virus and
prevalence of subtypes 1a, 1b, and 2a in persistently infected cattle entering a
feedlot. Journal of the American Veterinary Medical Association, v. 228, n. 4, p.
578-584, 2006.



GROOMS, D.L. Reproductive consequences of infection with bovine viral diarrhea
virus. Veterinary Clinics North America: Food Animal Practice, v.10, n.1, p.5-19,
2004.

HESSMAN, B.E.; FULTON, R.W.; SUIEKLOCHA, D.B.; MURPHY, T.A.; RIDPATH,
J.F.; PAYTON, M.E. Evaluation of economic effects and the health and performance
of the general cattle population after exposure to cattle persistently infected with
bovine viral diarrhea virus in a starter feedlot. American Journal Veterinary
Research, v.70, n.1, p.73-85, 2009.

HESSMAN, B.E.; SIEKLOCHA, D.B.; FULTON, R.W.; RIDPATH, J.F.; JOHNSON,
B.J.; McELROY, D.R. Acute bovine viral diarrhea associated with extensive mucosal
lesions, high morbidity, and mortality in a commercial feedlot. Journal Veterinary
Diagnostic Investigation, v.24, n.2, p.397-404, 2012.

HOAR, B.R.; McQUARRY, A.C.; HIETALA, S.K. Prevalence of Neospora caninum
and persistent infection with bovine viral diarrhea virus in dairy-breed steers in a
feedlot. Journal American Veterinary Medical Association, v.230, n.7, p.1038-
1043, 2007.

HOUE, H. Economic impact of BVDV infection in dairies. Biologicals, v. 31, n. 2, p.
137-143, 2003.

HOUE, H. Epidemiology of Bovine Viral Diarrhea Virus. Veterinary Clinics North
America: Food Animal Practice, v.11, n.3, p.521-547, 1995.

HOUE, H. Survivorship of animals persistently infected with bovine virus diarrhoea
virus (BVDV). Preventive Veterinary Medicine, v. 15, n. 4, p. 275-283, 1993.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Producdo da Pecuaria
municipal 2015. Rio de Janeiro: IBGE, 2016.

KELLING, C.; GROTELUESCHEN D.M.; SMITH, D.R.; BRODERSEN, B.W. Testing
and management strategies for effective beef and dairy herd BVDV biosecurity
programs. Bovine Practitioner, v. 34, n. 1, p. 13-22, 2000.

KHODAKARAM-TAFTI, A.; FARJANIKISH, G.H. Persistent bovine viral diarrhea virus
(BVDV) infection in cattle herds. Iranian Journal Veterinary Research, v.18, n.3,
p.154-163, 2017.

KRAMPS, J.A.; VAN MAANEN, C.; VAN WETERING, G.; STIENSTRA, G.; QUAK,
S.; BRINKHOF, J.; RONSHOLT, L.; NYLIN. A simple, rapid and reliable enzyme-
linked immunosorbent assay for the detection of bovine virus diarrhea virus (BDVD)
specific antibodies in cattle serum, plasma and bulk milk. Veterinary Microbiology,
v.64, n.2-3, p.135-144, 1999.

LARSKA, M.; KUTA, A.; POLAK, M.P. Evaluation of diagnostic methods to
distinguish between calves persistently and transiently infected with bovine viral
diarrhoea virus in respect to the presence of maternal antibodies. Bulletin -
Veterinary Institute in Pulawy, v.57, n.3, p.311-317, 2013.



LETELLIER, C.; DE MEULEMEESTER, L.; LOMBA, M.; MIJTEN, E.; KERKHOFS, P.
Detection of BVDV persistently infected animals in Belgium: Evaluation of the
strategy implemented. Preventive Veterinary Medicine, v. 72, n. 1-2, p. 121-125,
2005.

LIMA, M.; FLORES, E.F.; WEIBLEN, R.; VOGEL, F.S.F.; ARENHART, S.
Caracterizagao de amostras atenuadas do virus da diarreia viral bovina (BVDV) tipos
1 e 2 para uso em vacinas. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 24, n.1, p. 35-42,
2004.

MEDGID, J.; RIBEIRO, M. G.; PAES, A. C. Doencas Infecciosas em animais de
producao e de companhia. 1. ed. Rio de Janeiro: Roca, 2016.

MOENNIG, V.; HOUE, H.; LINDBERG, A. BVD control in Europe: current status and
perspectives. Animal Health Research Reviews, v. 6, n. 1, p. 63-74, 2005.

NISKANEN, R.; ALENIUS, S.; LARSSON, B.; JACOBSSON, S-O. Determination of
level of antibodies to bovine virus diarrhoea virus (BVDV) in bulk tank milk as a tool in
the diagnosis and prophylaxis of BVDV infections in dairy herds. Archives of
virology. Supplementum, v. 3, p. 245-251, 1991.

NISKANEN, R.; LINDBERG, A. Transmission of Bovine Viral Diarrhoea Virus by
Unhygienic Vaccination Procedures, Ambient Air, and from Contaminated Pens.
Veterinary Journal, v.165, n.2, p.125-130, 2003.

O'CONNOR, A.M.; REED, M.C.DENAGAMAGE, T.N.; YOON, K-J.; SORDEN, S.D;
COOPER, V.L. Prevalence of calves persistently infected with bovine viral diarrhea
virus in beef cow-calf herds enrolled in a voluntary screening project. Journal
American Veterinary Medical Association, v.230, n.11, p.1691-1696, 2007.

SMITH, D.R.; GROTELUESCHEN, D.M. Biosecurity and biocontainment of bovine
viral diarrhea virus. Veterinary Clinic North America: Food Animal Practice, v.20,
n.1, p.131-149.

STAHL, K.; ALENIUS, S. BVDV control and eradication in Europe - an update.
Japanese Journal Veterinary Research, v. 60, p. 31-39, 2012.

STEPHENSON, M. K.; WHITE, B.J.; PALOMARES, R.A.; ENGELKEN, T.J.; BROCK,
K.V. Prevalence of bovine viral diarrhea virus (BVDV) persistently infected calves in
auction markets from the southeastern United States; association between body
weight and BVDV-positive diagnosis. Professional Animal Scientist, v. 33, n. 4, p.
426431, 2017.

STOKSTAD, M.; LOKEN, T. Pestivirus in cattle: Experimentally induced persistent
infection in calves. Journal of Veterinary Medicine, Series B, v. 49, n. 10, p. 494—
501, 2002.

THOBOKWE, G.; HEUER, C.; HAYES, D. P. Validation of a bulk tank milk antibody
ELISA to detect dairy herds likely infected with bovine viral diarrhoea virus in New



Zealand. New Zealand Veterinary Journal, v. 52, n. 6, p. 394—400, 2004.

THOMANN, B.; TSCHOPP, A.; MAGOURAS, I|.; MEYLAN, M.; SCHUPBACH-
REGULA, G. Economic evaluation of the eradication program for bovine viral

diarrhea in the Swiss dairy sector. Preventive Veterinary Medicine, v.145, p.1-6,
2017.

THULKE, H.H.; LANGE, M.; TRATALOS, J.A.; CLEGG, T.A.; MCGRATH,
G.; OGRADY, L.; O'SULLIVAN, P.; DOHERTY, M.L.; GRAHAM, D.A.; MORE,
S.J. Eradicating BVD, reviewing Irish programme data and model predictions to
support prospective decision making. Preventive Veterinary Medicine, v.150,
p.151-161, 2017.

TIZARD, I.R. Imunologia Veterinaria: Uma Introducado. 8a ed. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2008.

VAN CAMPEN, H. Epidemiology and control of BVD in the U.S. Veterinary
Microbiology, v.142, n.1-2, p.94-98, 2010.

WAAGE, S. Influence of new infection with bovine virus diarrhoea virus on udder
health in Norwegian dairy cows. Preventive Veterinary Medicine, v. 43, n. 2, p.
123-135, 2000.

WERNIKE, K.; GETHMANN, J.; SCHIRRMEIER, H.; SCHRODER, R.; CONRATHS,
F.J.; BEER, M. Six Years (2011-2016) of Mandatory Nationwide Bovine Viral
Diarrhea Control in Germany - A Success Story. Pathogens, v.6, n.4, 2017.

WITTUM, T.E.; GROTELUESCHEN, D.M.; BROCK, K.V.; KVASNICKA, W.G,;
FLOYD, J.G.; KELLING, C.L.; ODDE, K. G. Persistent bovine viral diarrhoea virus
infection in US beef herds. Preventive Veterinary Medicine, v. 49, n. 1-2, p. 83-94,
2001.

ZIMMER, G.M.; VAN MAANEN, C.; DE GOEY, |.; BRINKHOF, J.; WENTINK, G.H.
The effect of maternal antibodies on the detection of bovine virus diarrhoea virus in
peripheral blood samples. Veterinary Microbiology, v.100, n.3-4, p.145-149, 2004.

5. CAPITULO 3

Avaliacao dos soélidos do leite e contagem de células somaticas durante a
eliminagao de bovinos persistentemente infectados com o virus da
diarreia viral bovina em propriedades leiteiras no estado do Parana, Brasil
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da presenca de animais
persistentemente infectados (Pl) com o virus da diarreia viral bovina (BVDV) na
contagem de células somaticas (CCS) e sdlidos do leite, em propriedades leiteiras
no estado do Parana. Foram selecionadas duas propriedades para avaliagdo do
controle leiteiro anteriormente e durante a retirada dos animais Pl. Para a
identificacdo dos animais PI, foi coletado um fragmento de orelha de cada animal e
encaminhado ao laboratério de diagndstico da Associacdo Paranaense de Criadores
de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH), onde foi realizado o teste de ELISA
direto. Para avaliacdo dos solidos totais do leite e contagem de células somaticas
foram coletas amostras mensalmente por pessoal treinado das industrias de laticinio.
Os dados de controle leiteiro foram coletados junto a APCBRH. As propriedades
foram identificadas neste estudo como A e B, na propriedade A foi detectado um
total de 13 animais PI, representando uma prevaléncia de 3,6% (13/362), enquanto
que na propriedade B foram diagnosticados 15 animais PI, apresentando prevaléncia
de 3,5% (15/434). No ano seguinte a deteccao e eliminagdo dos persistentemente
infectados os valores de contagem de células somaticas (CCS) reduziram em ambas
as propriedades. Foi notado na propriedade A, que nos anos de 2016 e 2017,
periodo de retirada dos animais PI, reducdo da CCS e aumento do percentual de
proteina significativo. Na propriedade B foi observado aumento no percentual de
gordura, lactose e maior produgao de leite no ano da retirada dos PI. No periodo de
12 meses anteriores e durante a retirada dos animais Pl ndo foram observadas
diferencas significativas nos percentuais de gordura, proteina e lactose, na
propriedade A. Enquanto, na propriedade B, notou-se diferenga apenas no
percentual de gordura. As diferengas significativas encontradas na composicédo de
soélidos do leite, CCS e na producao, podem estar relacionadas com a presencga do
BVDV no rebanho. Acredita-se que estes parametros podem alterar-se devido a
presenca do virus aumentar a quantidade de células somaticas na glandula
mamaria, evento este que influencia diretamente os componentes do leite.
Palavras-chave: infecgdo persistente, BVDV, leite, contagem de células somaticas.

Abstract

This study had the objective to evaluate the influence of the presence of animals
persistently infected (Pl) with the bovine viral diarrhea virus (BVDV) in the somatic
cell count (SCC) and milk solids, in dairy farms in Parana State. Two farms were
selected to be evaluate regarding the milk control before and during the removal of
the Pl animals. For the identification of the Pl animals an ear fragment was collected
and sent to the Associagdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca
Holandesa (APCBRH) diagnostic laboratory, were it was made the ELISA direct test.
For the total milk solids and somatic cell assessment monthly samples were collected
by trained staff of the milk industry. The data was received from APCBRH. The farms
were identified in this study as A and B, in farm A a total of 13 Pl animals were
detected, representing a prevalence of 3,6% (13/362) while in farm B were diagnosed
15 PI animals, presenting prevalence of 3,5% (15/434). In the following year after
detection and elimination of the PI animals the values of somatic cells count (SCC)
reduced in both the farms. It was noted that in farm A, in the years 2016 and 2017,



period of removal of Pl animals, the reduction of SCC and significant increase in the
percentual of protein. In farm B was observed an increase in fat percentage, lactose
and greater milk production in the year of Pl animals removal. In the period of 12
months preceding and during the Pl animal removal were not observed significant
differences in the percentage of fat, protein and lactose in farm A. While in farm B it
was noted differences only in the percentage of fat. The significant differences that
were found in the milk solids, SCC and in production, may be related to the presence
of BVDV in the herd. It is believed that this parameters may change due to the
presence of the virus increased the quantity of somatic cells in the mammary gland,
this event influenciates directly the milk components.

Key words: persistent infection, BVDV, milk, somatic cells count
Introducao

O leite € o alimento mais consumido no mundo, considerado como um
produto de alto valor nutricional, composto por agua, proteinas, gordura saturada e
lactose (Guetoauche et al., 2014). Em 2016 a produgao mundial foi de 798 milhdes
de toneladas de leite, destacando-se o Brasil como o quarto maior produtor no
cenario mundial, alcangando uma produgdo de 34,2 milhdes de toneladas
(FAO/FAOSTAT, 2017). O estado do Parana € o terceiro maior produtor nacional de
leite, com uma producao em 2016 de 4,4 bilhdes de litros (IBGE, 2017). No estado
do Parana destaca-se a regido Centro Oriental, como uma das mais produtivas
bacias leiteiras do Brasil. A média de producdo das vacas na regido € de 5.243 litros
de leite/vaca/ano, que supera a média nacional de 1.480 litros de leite/vaca/ano
(IBGE, 2017).

Além de suas qualidades nutricionais, também ha preocupacédo em relagao a
qualidade sanitaria do leite consumido. Uma forma de avaliar a saude do ubere é por
meio da contagem de células somaticas (CCS) (Ruegg; Pantoja, 2013). Este
conjunto de células é formado por células epiteliais de descamagao da glandula
mamaria, bem como por leucécitos (Boutinaud; Jammes, 2002). Para o controle de
qualidade do leite nos rebanhos, paises estabeleceram limites maximos para a
CCS,nos Estados Unidos este limite é de 7,5x10° cels/mL (FDA, 1993), na Unido
Europeia é de 4,0x10° cels/mL (Europa, 2009), no Canada é de 5,0x10° cels/mL
(Canadian Food Inspection Service, 2005), e no Brasil a legislacdo atual determina
5,0x10° cels/mL (Brasil, 2018).

Em uma vaca leiteira variagbes de CCS podem ocorrer devido a varios

fatores, como quantidade de leite produzida, estagio lactacional, além das praticas



de manejo (Li et al., 2014). As células somaticas podem interferir nos componentes
do leite de forma negativa, principalmente no percentual de gordura e proteina, além
de alteracdes fisico-quimicas (El-Tahawy; El-Far, 2010).

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) €& caracterizado por seu
comportamento imunossupressor, isso faz com que o sistema imunolégico do animal
se torne mais susceptivel a ocorréncia de infeccbes causadas por patdogenos
oportunistas (Chase, 2013). Atualmente estudos relacionam a presenca do BVDV na
propriedade com a qualidade do leite por meio da contagem de células somaticas
(CCS), em que foi constatado que rebanhos leiteiros com auséncia de BVDV
apresentavam menor contagem de células somaticas no leite (Laureyns et al.;2013).
Isto demonstra que a presenca do virus na propriedade, além de muitas outras
consequéncias, também interfere na produgao e qualidade do leite. Demonstrando a
importancia do diagndstico e controle desta doenga nos rebanhos leiteiros.

O animal persistentemente infectado (Pl) com o BVDV é a principal forma de
introdugcéo e manutengao do virus no rebanho, este elimina grandes quantidades de
particulas virais por meio de suas secregdes e excregdes durante toda sua vida
(Houe, 1995). Deste modo a identificagao e remogao desses animais do rebanho, se
torna a principal medida de controle do BVDV nos rebanhos leiteiros (Thomann et
al., 2017).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da presenca de
animais Pl com o BVDV na contagem de células somaticas (CCS) e sdlidos do leite,

em duas propriedades leiteiras no estado do Parana.

Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana -
Brasil, sob o protocolo numero 102/2017.

Localizagao

O estudo foi realizado no estado do Parana, na mesorregido Centro Oriental
Paranaense, que é formada por 14 municipios, com extensdo de 21.850 km?
estando a uma altitude de 890 metros. De acordo com dados do IBGE (2017) a

regidao produziu 631 milhdes de litros no ano de 2016.



Amostragem

Foram selecionadas duas propriedades para avaliagcdo do controle leiteiro
anteriormente e durante a retirada dos animais PIl, o acesso as mesmas foi
proporcionado pela APCBRH. A incluséo das propriedades no estudo foi dependente
da disposigdo do produtor em participar do mesmo. As propriedades foram
identificadas aqui como A e B. A propriedade A possuia um total de 640 bovinos, da
raca Holandesa preto e branco, sendo 290 vacas em lactagdo, em sistema de
confinamento Free-stall, ordenha mecanica, com trés ordenhas diarias, e uma meédia
de producao de leite de 32 litros/vaca/dia. A propriedade B possuia um total de 600
bovinos da raga Holandesa preto e branco, sendo 303 vacas em lactagcdo, em
sistema de confinamento Free-stall, ordenha mecéanica, com duas ordenhas diarias,

e uma média de producéao de leite de 28 litros/vaca/dia.

Identificacao dos animais persistentemente infectados

Todos os animais até dois anos de idade em ambas as propriedades foram
testados, bem como as fémeas com mais de dois anos maes de bezerros Pl. Com
isso, foram testados 362 animais na propriedade A, e 434 na propriedade B. Para o
teste foi coletado um fragmento de orelha de cada animal, com o auxilio de um
mossador. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Diagnostico da
APCBRH. Foi utilizado o IDEXX BVDV Ag/Serum Plus Test®, que é um teste de
ELISA direto, no qual se busca a detecgédo do antigeno na amostra. A leitura do teste
foi feita pela medicdo da absorbéancia das amostras e controles. Foram considerados
animais negativos aqueles que apresentaram valores de densidade optica < 0,2;
suspeitos = 0,2 a < 0,3; e positivos = 0,3, de acordo com as orientagdes do

fabricante.

Amostras de leite

Para avaliagdo dos solidos totais do leite e contagem de células somaticas
foram coletadas amostras mensalmente por pessoal treinado das industrias de
laticinio, de acordo com as recomendacdes preconizadas nos manuais de

Operagdes de Campo (Horst, 2008) e de Coleta de Amostras (Horst, 2010) do



Laboratério de Analise da Qualidade do Leite do Programa de Analise de
Rebanhos Leiteiros do Parana da APCBRH. Foram coletados 70 mL de leite de
cada vaca em ordenha. As amostras foram armazenadas em frascos padronizados,
contendo conservante bronopol (2-bromo-2- nitropropano-1,3-diol).

Os percentuais de gordura, proteina e lactose das amostras de leite foram
obtidos utilizando-se analisadores com a tecnologia da absorcdo diferencial de
ondas infravermelhas, Bentley 2000® (Bentley Instruments, 1995a). O valor de
contagem de células somaticas foi obtido da leitura do equipamento por citometria
de fluxo, Somacount 500® (Bentley Instruments, 1995b), em mil células/ mL.

Os dados de controle leiteiro foram coletados junto a APCBRH.

Posteriormente, estes dados foram tabulados em planilhas do Microsoft®Excel.

Anidlise estatistica

A analise dos dados foi realizada adotando-se o programa estatistico BioStat®
versao 2008. Para a verificacdo da normalidade dos dados utilizou-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. A comparacdo de médias dos dados paramétricos foi
realizada por meio do teste T-pareado. Para os dados n&o paramétricos foram
calculadas as medianas, e os dados comparados pelo teste de Wilcoxon pareado.

Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

Resultados

O levantamento do numero de animais Pl e remog¢dao dos mesmos, na
propriedade A teve inicio no més de dezembro de 2016. A decisdo de iniciar o
diagndstico na propriedade se deu pelo aumento da taxa de reabsorgao embrionaria
nas vacas, além de muitos casos de diarreia e morte no bezerreiro. Foi detectado
um total de 13 animais PI, o que representa uma prevaléncia de 3,6% (13/362). Os
animais persistentemente infectados exibiam nitida diferenca para os demais
animais, apresentando-se fracos, menores, e com enfermidades recorrentes,
acarretando em altos custos com assisténcia veterinaria e tratamentos sem sucesso.

O levantamento do numero de animais Pl retirada dos mesmos, na
propriedade B teve inicio no més de junho de 2017. Os produtores optaram por
iniciar o diagndstico devido ao aumento da taxa de abortamentos no ano de 2016.

Foram diagnosticados 15 animais PIl, apresentando prevaléncia de 3,5% (15/434).



As médias do controle leiteiro das propriedades A e B estdo contidas nas

Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 1. Média, desvio padrao e valores de p pelo Teste T pareado na avaliagdo da
composigao de solidos do leite, CCS e producéo leiteira durante o periodo de 2015, 2016 e
2017 em propriedade especializada de producéo leiteira, compreendendo o periodo anterior
e durante a retirada dos animais persistentemente infectados com o BVDV, propriedade A.

Periodo Gordura Proteina Lactose CCS Producao
2015 3,58+0,37 3,19+0,05 4,64+0,05 286,08+90,92 35,73+1,15
2016 3,60+0,33 3,29+0,08 4,63+0,07 276,42+106,12 34,97%3,27
2017 3,57+0,19 3,29+0,11 4,64+0,13 147,33+24,84 36,01+1,67
Valor de p2015vs 0,938 0,002 0,920 0,388 0,467
2016
Valor de p2015vs 0,880 0,008 0,876 0,002 0,656
2017
Valor de p 2016 vs 0,814 0,946 0,768 0,002 0,357
2017

Com um nivel de significAncia de 95%, s&o considerados significativos valores de p < 0,05.

Tabela 2. Média, desvio padrdo, valores de p pelo Teste T pareado na avaliacdo da
composicao de solidos do leite e producéo leiteira. Mediana e valor de p pelo Teste de
Wilcoxon pareado para CCS, durante o periodo de 2016, 2017 e 2018 em propriedade
especializada de produgao leiteira, compreendendo o periodo anterior e durante a retirada
dos animais persistentemente infectados com o BVDV, propriedade B.

Periodo Gordura Proteina Lactose CCS Producao
2016 3,904+0,22 3,37+0,06 4,56+0,07 407,5 27,34+3,27
2017 3,8540,34 3,42+0,08 4,54+0,07 473,5 30,82+2,36
2018 4,18+0,30 3,37+0,09 4,63+0,06 320 30,24+2,17
Valor de p 2016 vs 0,612 0,085 0,529 0,177 0,012
2017
Valor de p 2016 vs 0,049 0,980 0,013 0,018 0,001
2018
Valor de p 2017 vs 0,064 0,054 0,006 0,003 0,516
2018

Com um nivel de significancia de 95%, sdo considerados significativos valores de p < 0,05

Tabela 3. Média, desvio padrao e valores de p pelo Teste T pareado na avaliagdo da
composicao de solidos do leite e producao leiteira, nos periodos de 12 meses antes e
durante a retirada dos animais P, propriedade A.

Periodo Gordura Proteina Lactose Producgao
(%) (%) (%) (%)
12 meses antes retirada dos PI 3,62+0,33 3,30+0,06 4,63+0,07 34,82+3,23




(xxs)

12 meses durante retirada 3,57+0,19 3,29+0,11 4,64+0,13 36,01+1,67
dos PI (xts)
Valor de p 0,664 0,882 0,833 0,348

Com um nivel de significancia de 95%, sdo considerados significativos valores de p < 0,05.

Tabela 4. Média, desvio padrdo e valores de p pelo Teste T pareado na avaliacdo da
composicao de solidos do leite e producao leiteira, nos periodos de 12 meses antes e
durante a retirada dos animais P, propriedade B.

Periodo Gordura Proteina Lactose Producao
(%) (%) (%) (L)
12 meses antes 3,84+0,34 3,42+0,08 4,58+0,05 30,02%1,43
retirada dos PI (xs)
12 meses durante a 4,18+0,22 3,40+0,08 4,57+0,09 29,54+2 51
retirada dos PI (xts)
Valor de p 0,026 0,532 0,922 0,639

Com um nivel de significancia de 95%, s&o considerados significativos valores de p < 0,05.

Tabela 5. Mediana e valores de p pelo teste de Wilcoxon Pareado na avaliagdo da CCS, nos
periodos de 12 meses antes e durante a retirada dos animais PI, nas propriedades A e B.

Periodo CCS (x10° cels/mL)
Propriedade A Propriedade B
12 meses antes retirada dos Pl 229,5 459
12 meses depois da retirada dos Pl 146,5 397,5
Valor de p 0,002 0,18

Com um nivel de significdncia de 95%, s&o considerados significativos valores de p < 0,05.

Discussao

Pode-se observar que no ano seguinte a detec¢do e eliminagdo dos animais
Pl os valores de CCS reduziram em ambas as propriedades (Tabela 1, Tabela 2), e
na propriedade B o mesmo foi notado no periodo de 12 meses durante a retirada
dos animais PI (Tabela 5).

As células da glandula mamaria desempenham a funcédo de defesa tecidual,
sendo constituidas por linfécitos, macréfagos, células Natural Killer (NK) e em menor
quantidade neutrdfilos e células epiteliais de descamacéao (Sordillo et al., 1997). A
glandula saudavel possui concentragdo inferior a 10° cels/mL, sendo estas
constituidas principalmente por linfocitos e macrofagos, e em menor quantidade por
neutroéfilos e células epiteliais de descamacao (Kehrli Jr.; Shuster, 1994). De acordo
com o mesmo autor esse valor de CCS pode aumentar rapidamente na presencga de

um processo infeccioso, superando 10° cels/mL, além de modificar o tipo celular



predominante, que nessa condigdo € representado por mais de 95% de neutrofilos.
Desta forma, a CCS ¢ utilizada como parametro indicativo de saude da glandula
mamaria (Ruegg; Pantoja, 2013).

Os neutrdfilos constituem a principal linha de defesa quando a glandula
mamaria € invadida por microrganismos, principalmente bactérias. Para o
recrutamento dos neutrofilos varios fatores sdo secretados por células da glandula
mamaria, como prostaglandinas, leucotrienos e citocinas inflamatérias, incluindo
Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), e Interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12)
(Alluwaimi; Cullor, 2002). Os microrganismos possuem em sua membrana padroes
moleculares associados a patéogenos (PAMPs), esses padroes sao reconhecidos
pelos receptores de reconhecimento de padrées (PRRs). Os principais PRRs séo os
do tipo Toll (TLR), estes representam um mecanismo de defesa imprescindivel na
glandula mamaria, estando presentes na superficie das células epiteliais e
fagociticas (Carneiro et al., 2009).

Os TLR sao responsaveis pelo estimulo a sintese de interferons (IFN), que
sdo proteinas indispensaveis na defesa contra infecgdes virais (Peterhans;
Schweizer, 2013). O BVDV néo citopatico atua bloqueando a sintese de IFN pelas
células de defesa, consequentemente impedindo a resposta imune. Isto representa
uma das estratégias do virus para o estabelecimento da infeccdo persistente,
levando a imunossupressado (Smirnova et al.,, 2014). O BVDV tem predilecdo por
células do sistema imune, principalmente linfocitos, e por células epiteliais (Glew et
al., 2003). Considerando esta predilecéo é preciso atentar-se ao fato de que esses
tipos celulares sdo predominantes na glandula mamaria sadia (Sordillo et al., 1997).
Esta condigao poderia sugerir que a manuteng¢ao do virus no rebanho por meio dos
animais Pl pode favorecer a multiplicacao viral nesses tipos celulares. Por mais que
a cepa em questdo nao tenha efeito citopatico, ela pode infectar essas células da
glandula mamaria e predispor a imunossupressao.

Desta forma, poderia o BVDV causar tanto uma reducéo inicial das células
somaticas, por meio da infeccdo de linfécitos e células epiteliais, causando
imunossupressao. E secundariamente conduzir a elevagdo da CCS pela migragao
de neutrdfilos para a glandula. Este aumento se daria em resposta as infecgdes
bacterianas oportunistas, que ocorrem devido a maior susceptibilidade da glandula.

Em estudo em rebanhos leiteiros flamengos encontraram que propriedades



com auséncia do virus BVDV apresentaram valores mais baixos de CCS (Laureyns
et al., 2013). De forma semelhante em rebanhos no oeste da Franga constatado, que
depois de prolongado tempo de exposigao e circulagdo do virus na propriedade
ocorreu o aumento da CCS no leite (Beaudeau et al., 2005). Nas propriedades em
estudo, dado semelhante foi observado, no entanto, € importante salientar que
ambas as propriedades apresentaram valores de CCS dentro do limite, de 5,0x10°
cels/mL, estabelecido por legislacao brasileira (Brasil, 2018).

Foi notado na propriedade A, que nos anos de 2016 e 2017, periodo de
retirada dos animais PI, reducdo da CCS e aumento do percentual de proteina
significativos (Tabela 1). O leite € composto por uma variedade de proteinas, sendo
que a caseina e proteinas do soro sao sintetizadas por células alveolares da
glandula mamaria, a partir de aminoacidos oriundos do sangue, enquanto que a
albumina e imunoglobulinas sdo produzidas pelo figado (Fonseca; Santos, 2000).
Quando ocorre o aumento da CCS pode-se verificar o aumento de proteinas no leite,
nao sendo um aumento benéfico, pois essa proteina € oriunda do influxo de
albumina e imunoglobulinas para a glandula mamaria, com o intuito de combate a
infeccao (Pereira et al., 1999).

Em contrapartida, também se pode verificar a reducao da proteina pelo
aumento da protedlise. As células somaticas aumentam a ativagado do plasminogénio
em plasmina, que € uma enzima proteolitica (Albenzio et al., 2005). O aumento da
protedlise tem efeito negativo na qualidade do leite, além de reduzir o percentual
proteico, também compromete a fabricagdo de seus derivados (Ramos et al.,
2015).

A proteina no leite tem influéncia de outros fatores, principalmente
nutricionais. Portanto ndo pode ser afirmado que o aumento de proteina ocorreu
exclusivamente por conta da retirada dos Pl do rebanho. No entanto, em estudo
realizado para detecg¢ao de Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em rebanho bovinos
leiteiros na Irlanda, constatou-se que rebanhos positivos para o virus, apresentaram
reducédo tanto de gordura como de proteina no leite de quase 11 Kg/vaca/ano
(Sayers, 2017). Os mecanismos e vias pelos quais o0 virus pode causar tais
alteracbes ainda precisam ser explicitados, da mesma forma verificar se esse
comportamento pode ser visto em outras infecgdes virais, por exemplo, pelo BVDV.

Na propriedade B foi observado aumento no percentual de gordura, lactose e



maior produgéo de leite no ano da retirada dos Pl (Tabela 2). Quando analisado o
periodo de 12 meses anteriores e durante a retirada dos animais Pl ndo foram
observadas diferengas significativas nos percentuais de gordura, proteina e lactose,
na propriedade A (Tabela 3). Enquanto, na propriedade B, notou-se diferenga
apenas no percentual de gordura (Tabela 4).

A presenca de animais Pl na propriedade, excretando ininterruptamente o
virus, faz com que o rebanho esteja em constante desafio imunoldgico, portanto os
titulos de anticorpos mantém-se elevados. Em pesquisa realizada por Tiwari e
colaboradores (2007) em rebanhos leiteiros no Canada, vacas de rebanhos
soropositivos para o BVDV foram significativamente associadas com menor
producdo de leite, gordura e proteina, em comparagdo com vacas em rebanhos
soronegativos para o BVDV. Com base nos resultados do autor supracitado, a
exposi¢cao ao BVDV pode influenciar negativamente a composi¢éo do leite, 0 mesmo
foi visto no presente estudo em uma das propriedades (B). De acordo com Kitchen
(1981) a reducao na produgao de leite, pode aumentar o percentual de gordura, por
torna-lo mais concentrado, porém em estudo mais recente realizado por Ramos et
al.(2015) nao foi evidenciada relagdo entre a CCS e a gordura do
leite.

A reducao da producao de leite € um sinal descrito em infecgbes por BVDV
(Houe, 2003; Khodakaram-Tafti; Farjanikish, 2017) e no presente trabalho a
propriedade B apresentou melhora na producdo de leite durante a retirada dos
animais Pl. Porém outros fatores como alimentacao, e numero de vacas em lactacao
no periodo devem ser considerados.

A lactose € o componente mais estavel no leite, sendo o principal constituinte
osmotico deste, induzindo a excregcao de agua pelas células epiteliais mamarias (Lin
et al.,, 2016). Em alguns estudos pode ser observado ou n&do o decréscimo da
lactose com o aumento da CCS (Albenzio et al., 2005; Ramos et al., 2015). Sabe-se
gue na mastite o leite torna-se hiperosmaotico em relagdo ao sangue circulante, desta
forma ha redugdo da sintese de lactose pelo desequilibrio osmético entre os dois
meios (Prada e Silva et al.,, 2000). Como o aumento da secre¢cdo de lactose é
induzido pela glicose, ndo ha trabalhos evidenciando a interferéncia do BVDV ou
outros agentes virais na indugao da glicose na sintese de lactose. Podendo este fato

ser atribuido a fatores nutricionais que possam ter ocorrido durante o periodo



avaliado.

Conclusao

Na avaliacdo do controle leiteiro antes e durante a retirada dos Pl nas
propriedades selecionadas, as diferengas significativas encontradas na composi¢ao
de solidos do leite, CCS e na producdo, podem estar relacionadas com a presenca
do BVDV no rebanho, no entanto deve-se considerar que outros fatores influenciam
estes parametros, como alimentagdo, manejo, sanidade da glandula mamaria e
ambiente. Acredita-se que estes parametros podem alterar-se devido a presenga do
virus aumentar a quantidade de células somaticas na glandula mamaria, evento este

que influencia diretamente os componentes do leite.
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